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I.1. INCIDENCIA DEL CÁNCER DE MAMA 
Según el IARC (International Agency for Reseach on Cancer) del año 2008, el 
cáncer de mama es el tumor maligno más frecuente en las mujeres y su primera 
causa de muerte por cáncer en todo el mundo. Constituye el 23% del total de nuevos 
casos de cánceres en mujeres, y el 14% del total de muertes por cáncer en 2008 
(Jemal y cols., 2011). 
 
Ratios de incidencia y mortalidad en cáncer de mama ajustados por edad en el mundo (GLOBOCAN 
2008). Tomado de Jemal y cols., 2011. 
 
 
Como en la mayoría de los tumores epiteliales, la incidencia de cáncer de mama 
aumenta con la edad. Las áreas de mayor riesgo de padecer cáncer de mama son 
Europa, Australia, y Norteamérica donde el 6% de la población desarrollará cáncer 
de mama antes de los 75 años; la incidencia es baja en África Subsahariana y zonas 
del sudeste y este de Asia (incluido Japón), en donde la probabilidad de padecer 
cáncer de mama antes de los 75 años es un tercio de la incidencia en los países 
más desarrollados. 
 
Estudios de variaciones geográficas y de emigración de poblaciones de países 
de bajo riesgo a alto riesgo demuestran que después de dos generaciones el riesgo 
se iguala al del país de alto riesgo, lo que sugiere la importancia de los factores 
ambientales en la etiología de esta enfermedad. 
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El riesgo de padecer cáncer de mama se incrementó en la década de los 80. 
Desde el año 2005, en Europa y Estados Unidos se ha observado un descenso de la 
incidencia de la enfermedad probablemente debido a la disminución del tratamiento 
hormonal sustitutivo. 
 
El pronóstico de la enfermedad es bueno si se detecta en estadio precoz. Se han 
visto avances importantes en el tratamiento en la década de los 90 debido al cribado 
mamográfico, tratamiento hormonal y de quimioterapia (especialmente en la 
introducción de la segunda y tercera generación de quimioterapia) e inhibidores de la 
aromatasa. Como resultado, durante los pasados diez años la mortalidad por cáncer 
de mama ha disminuido en Australia, Canadá y Estados Unidos, aunque ha 
aumentado en Japón, República de Corea, y Rusia (Colditz y Chia, 2012). 
 
En la Unión Europea en el año 2006 se diagnosticaron 319.900 casos nuevos de 
cáncer de mama, que representan el 30,9% de cáncer en las mujeres. Las tasas de 
incidencia más altas se dan en Bélgica, Irlanda, Holanda, Francia y Suecia (con 
tasas superiores a 125 por 100.000 mujeres) y las más bajas en países de Europa 
del Este (Letonia, Lituania y Eslovaquia), con tasas inferiores a 70 por 100.000. 
España tiene una tasa de incidencia media: 93,6 por 100.000. En el año 2006 se 
estima que hubo 85.300 muertes por esta causa, con una tasa de mortalidad 
estandarizada por edad de población de 25 por 100.000 mujeres, destacando países 
como Dinamarca, Bélgica y Hungría con tasas superiores a 30 por cada 100.000 
mujeres, mientras que en España la tasa de mortalidad es más baja (19,2 por 
100.000 mujeres). Durante el año 2005 se registraron en España 18,58 muertes por 
100.000 mujeres (Bevers y cols., 2009). Según los datos de la Asociación Española 
Contra el Cáncer (todocancer.org; AECC), considerando los dos sexos, el cáncer de 
mama es el cáncer más frecuente en el mundo después del de pulmón, y su 
incidencia aumenta con el nivel socioeconómico. 
Según los datos obtenidos del Registro de Mortalidad de Galicia, el cáncer de 
mama sigue siendo la primera causa de muerte por cáncer en las mujeres en 
nuestra Comunidad. En el año 2005 se registraron 430 muertes por esta causa, 
correspondiendo el 21,48% a mujeres de entre 50 y 64 años y el 67,26% a mujeres 
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mayores de 65 años (Dirección Xeral de Saúde Pública), siendo la tasa de 
mortalidad de 19,38 (tasa estandarizada para la población europea) (datos obtenidos 
de la Dirección Xeral de Saude Pública. Servicio de Información sobre Saúde 
Pública. Mortalidade en Galicia 2005. Santiago de Compostela, Conselllería de 
Sanidade. Documento interno). 
 
En Galicia, desde la Dirección Xeral de Saúde Pública, en colaboración con la 
Asociación Española Contra el Cáncer (AECC), se puso en marcha en el año 1992 
el “Programa galego de detección precoz do cancro de mama” que, desde el año 
1998 cubre al 100% de la población y tiene como objetivo reducir la mortalidad por 
cáncer de mama en las mujeres de entre 50 y 64 años, ampliándose paulatinamente 
hasta los 69 años a partir de 2005. La prueba básica del cribado es la mamografía, 
que se realiza cada dos años. Los resultados del año 2007 mostraron 304 casos de 
cáncer de mama en las 109.580 mujeres exploradas, lo que significa 2,77 casos por 
cada 1.000 mujeres exploradas (Data de cálculo: 30/08/2009. Servicio de programas 
poboacionais de cribado. DXSPP). 
 
Tanto el número de casos como las tasas de incidencia aumentan, 
probablemente debido al envejecimiento de la población y al diagnóstico precoz de 
la lesión. La supervivencia del cáncer de mama en España se sitúa en el 76%, y es 
similar a la de países muy desarrollados como Islandia o EEUU. La supervivencia ha 
mejorado notablemente en la última década pero, a pesar de una mejora significativa 
en el diagnóstico precoz y tratamiento del cáncer de mama, que ha supuesto una 
mejor tasa de supervivencia a los cinco años, muchas mujeres presentan recidivas y 
finalmente mueren de enfermedad metastásica. El fracaso del tratamiento se debe a 
que muchas veces el cáncer es resistente a los tratamientos convencionales. 
 
En general, la mortalidad por cáncer de mama ha disminuido en todo el mundo 
desarrollado. En España, la mortalidad por cáncer de mama comienza a descender 
en el año 1992, a un ritmo del 2% anual. Este descenso se observa en todos los 
grupos de edad,  siendo éste de mayor magnitud en el grupo de mujeres menores 
de 45 años ya que se detecta antes. Sin duda, un factor determinante en esta mejora 
han sido los nuevos tratamientos adyuvantes tras la cirugía en tumores primarios. Un 
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descenso similar aparece en mujeres entre 45 y 64 años, que además se habrían 
beneficiado de la detección temprana de tumores palpables (Cabanes y cols., 2009). 
 
 
I.2. ETIOLOGÍA 
La etiología del cáncer de mama es multifactorial: la alimentación, factores 
reproductivos, y factores hormonales que ya comienzan a afectar en la vida 
intrauterina y continúan a lo largo de la vida con la exposición a múltiples factores 
que modulan el riesgo de padecer la enfermedad (Lee y cols., 2008). Según los 
datos epidemiológicos, el cáncer de mama es una enfermedad “del modo occidental 
de vida”:  
 
1) La alimentación (dieta hipercalórica, rica en grasas y proteínas animales) y el 
sobrepeso. 
 
2) Vida sedentaria: La actividad física es especialmente beneficiosa después de 
la menopausia y para controlar el sobrepeso (Colditz y Chia, 2012)  
 
3) Sobrepeso: la disminución de la actividad física tiene como consecuencia 
metabólica el desarrollo de una resistencia a la insulina. Los niveles elevados 
de insulina dan lugar a un incremento de síntesis de hormonas esteroideas 
ováricas y/o adrenales, particularmente de andrógenos, y disminuye la 
síntesis hepática y los niveles circulantes de globulina fijadora de hormonas 
sexuales (SHBG) (Kaaks, 1996). En mujeres posmenopáusicas, por aumento 
de la acción de la aromatasa periférica sobre los andrógenos en el plasma, se 
produce un incremento de la formación de estrógenos circulantes, 
especialmente el estradiol no ligado a proteínas. Así se plantea la hipótesis de 
que una hiperinsulinemia crónica puede explicar la observación de un mayor 
riesgo de padecer cáncer de mama en mujeres con niveles plasmáticos bajos 
de SHBG y niveles altos de estrógenos y andrógenos (Moore y cols., 1987; 
Kaaks, 1996). 
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3) Antecedentes familiares: como en otros cánceres se ha demostrado alteración 
genética. Se han identificado los genes de alta penetrancia BRCA1 y BRCA2. 
Las mujeres portadoras de estos genes tienen una probabilidad de hasta el 
60-80% de desarrollar cáncer de mama a lo largo de su vida. Sin embargo, 
estos dos genes solo explican una pequeña proporción de los cánceres 
familiares (Cabanes y cols., 2009). Recientemente ei estudio de asociación 
del genoma completo GWAS identifica genes adicionales y polimorfismos que 
son de baja o media penetrancia e implican bajo riesgo. Algunos autores 
asocian el ejercicio físico con una disminución del riesgo de padecer cáncer 
de mama en mujeres con antecedentes familiares y portadoras de mutación 
BRCA1 y BRCA2 (Pijpe y cols., 2010). 
 
4) Hormonas: Factores reproductivos que incrementan el riesgo de padecer 
cáncer de mama como la historia menstrual larga, nuliparidad, tratamiento 
hormonal en la posmenopausia, o el uso de contraceptivos (Jemal y cols., 
2011). La infertilidad y la ausencia de lactancia son factores que aumentan el 
riesgo, por el contrario un embarazo antes de los treinta años y una lactancia 
prolongada parece que son factores que disminuyen el riesgo (Rosner y cols., 
1994; Lööf-Johanson y cols., 2010). Estudios epidemiológicos demuestran 
relación entre las hormonas esteroideas (andrógenos, estrógenos y 
progesterona) y el cáncer de mama: la incidencia de cáncer de mama 
aumenta mas rápidamente antes de la menopausia que después de la misma, 
en la que cesa la producción de estrógenos y progesterona por los ovarios y 
disminuye gradualmente la producción de andrógenos (Colditz y Chia, 2012). 
El efecto protector de una menopausia temprana para padecer 
carcinoma de mama demuestra que las hormonas ováricas incrementan el 
riesgo de padecer cáncer de mama. Se cree que el mecanismo consiste en la 
estimulación de la división celular ya que la cifra de mitosis de las células 
mamarias es mayor en la fase progesterónica (o luteínica) del ciclo menstrual 
que en la fase folicular, sugiriendo que los estrógenos y progesterona juntos 
inducen más mitosis que solo los estrógenos (Key y Pike, 1988). Otra teoría 
postula que solo son los estrógenos los responsables de inducir las mitosis, y 
que la progesterona no tiene efecto. Ambas hipótesis concuerdan con los 
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efectos conocidos de historia reproductiva, obesidad, contraceptivos orales y 
terapia sustitutiva, que aumentan el riesgo de padecer cáncer de mama, 
sugiriéndose que puede reducirse el riesgo retrasando el comienzo del ciclo 
menstrual y minimizando el uso de terapia hormonal sustitutiva en mujeres 
posmenopáusicas (Moore y cols., 1987, Key y Pike, 1988). 
El trabajo de Beral en el Reino Unido, sobre un millón de mujeres, 
confirma la relación entre los estrógenos y el riesgo de padecer cáncer de 
mama en la menopausia (Beral, 2003; Beral y cols., 2011). 
Datos recientes de la WHO (World Health Organization) demuestran 
una elevación de la mortalidad de cáncer de mama en mujeres a las que se 
han administrado combinaciones de estrógenos y progesterona (Chlebowski y 
cols., 2003). Así, la IARC (International Agency for Research on Cancer) 
concluye que la combinación de estrógenos y progesterona es carcinogénica 
en la especie humana (IARC Working group on the evaluation of carcinogenic 
risks to humans, 2007). 
 
6) Otros factores: 
• Consumo de alcohol y tabaco (Cabanes y cols. 2009; Jemal y cols., 2011). 
• Tomar té verde con regularidad: principalmente en mujeres jóvenes, parece 
que retrasa la aparición de cáncer de mama, como se refleja en un estudio 
sobre 74.942 mujeres de Shanghai, en el que se sugiere que los 
polifenoles del té verde inhiben la acción de la aromatasa, una enzima 
clave para convertir los andrógenos en estrona o estradiol (Dai y cols., 
2010). 
• Exposiciones ambientales: 
o Estudios sobre las explosiones nucleares en Hiroshima y Nagasaki 
indican una mayor incidencia de cáncer de mama principalmente en 
mujeres que fueron afectadas alrededor de la pubertad (Tokunaga y 
cols., 1987). 
o Exposición a radiaciones por fluoroscopia para diagnóstico de 
tuberculosis (Boice y cols., 1991). 
o Sustancias como herbicidas e hidrocarburos policíclicos aromáticos 
(PAHs) que  afectan a la producción y metabolismo de los estrógenos y 
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funcionan como xenoestrógenos, lo que produce un mayor riesgo de 
padecer cáncer de mama (Davis y cols., 1993). 
• El cáncer de mama también se relaciona con el estrés y es más frecuente 
en mujeres ejecutivas y administrativas (Calle y cols., 1998). 
• Hay trabajos que relacionan el aumento del riesgo con los trastornos del 
ritmo circadiano en mujeres que trabajan de noche, se basa en la 
supresión de la producción normal de melatonina por la glándula pineal, e 
incremento de producción de estrógenos por los ovarios (Davis y cols., 
2001). 
 
En los países económicamente desarrollados la incidencia del cáncer aumenta 
por el estilo de vida (consumo de tabaco, inactividad física y dietas occidentalizadas). 
Puede disminuirse la incidencia de cáncer con campañas de salud públicas para el 
control del consumo de tabaco, campañas de vacunación (cáncer cuello de útero o 
hígado) y con la promoción de la actividad física y una dieta saludable. La mortalidad 
se disminuye con campañas de detección y tratamiento precoz del cáncer (Jemal y 
cols., 2011). Como estrategia para reducir el riesgo de padecer cáncer de mama se 
debe controlar el peso, incrementar la actividad física y minimizar el consumo de 
alcohol (Jemal y cols., 2011). 
 
 
 
I.3. TIPOS HISTOLÓGICOS DE CARCINOMA DE MAMA 
El carcinoma de mama constituye un grupo heterogéneo de lesiones. La mayoría de 
ellas son adenocarcinomas. Su clasificación histopatológica está basada en el patrón 
de crecimiento y características citológicas del tumor. Aunque la mayoría de los 
tumores se denominan “ductales” y “lobulillares” esta distinción no indica el lugar de 
origen en el sistema mamario ductal del tumor. Independientemente de su tipo 
histológico, la mayoría de los cánceres infiltrantes comienzan en la unidad ducto-
lobulillar terminal. 
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La clasificación de la OMS define 21 tipos histológicos y variantes especiales 
de cáncer de mama, que constituyen un 25-35% de los casos. El resto se incluye 
dentro del carcinoma ductal infiltrante de tipo no específico (NST, “no specific type”). 
 
 
I.3.1. CARCINOMA INVASIVO DE TIPO NO ESPECÍFICO 
El carcinoma invasivo de tipo no específico (NST), conocido generalmente como 
carcinoma ductal infiltrante de tipo no específico, es el más frecuente de los tumores 
infiltrantes de mama, constituyendo entre el 40% y 75% de los casos. Se trata de un 
grupo heterogéneo de tumores, que no cumplen las características específicas para 
clasificarlos en un tipo histológico específico, como por ejemplo el carcinoma tubular 
o lobulillar (Ellis y cols., 2012). 
 
Este tipo histológico se ha denominado de diferentes maneras: carcinoma 
invasivo de tipo no específico (ductal NST), carcinoma invasivo no específico (ductal 
NOS), o carcinoma ductal infiltrante. Históricamente se le ha denominado también 
como carcinoma escirroso, carcinoma simple y carcinoma esferoidal. El término 
“ductal” puede dar lugar a pensar en un origen en el epitelio ductal del tumor, 
diferente del origen del carcinoma lobulillar que, también debido a su nombre, puede 
llevar a pensar que se origina en el epitelio lobulillar. Pero se sabe que el origen de 
la mayoría de los carcinomas mamarios está en la unidad terminal ductolobulillar. 
Internacionalmente ha ido aceptándose el término de “Carcinoma de tipo no 
específico” (NST) (Ellis y cols., 2012). 
 
Como todas las formas de carcinoma de mama, es rara su presentación antes de 
los 40 años, pero la proporción de tumores de este tipo diagnosticados en mujeres 
jóvenes es similar a los de ancianas. Entre los factores de riesgo generales 
(geográficos, culturales, estilos de vida y variables reproductivas) no hay diferencias 
reconocidas entre cáncer de mama en general y carcinomas invasivos NST. Se 
observa un incremento del riesgo de desarrollar carcinoma en patologías mamarias 
como hiperplasia atípica y neoplasia lobulillar, pero en estos casos el carcinoma 
invasivo NST es menos frecuente que en tumores de tipo específico como el 
carcinoma tubular o el carcinoma lobulillar de tipo clásico. 
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Clínicamente se presenta como un tumor palpable y/o anormalidad mamográfica. 
Mamográficamente lo más frecuente son las masas espiculadas con o sin 
microcalcificaciones. 
 
Macroscópicamente no tienen características específicas. Su tamaño oscila entre 
<10 mm y >100 mm, son estrellados, irregulares o nodulares, con bordes mal 
definidos. Son firmes a la palpación y “rasposos” al corte, con una superficie de corte 
blanquecino-grisácea con frecuentes estrías amarillentas. 
 
Microscópicamente varían ampliamente de caso a caso. Definir este tipo 
histológico de carcinoma de mama es esencial para excluir los tipos específicos. Las 
características morfológicas varían considerablemente según los casos. Los 
márgenes del tumor pueden ser expansivos o muy infiltrativos permeando el estroma 
lobular y alterando la arquitectura normal lobulillar. Las células epiteliales se 
disponen arquitecturalmente en cordones, grupos y trabéculas, con abundante 
estroma que puede ser muy celular de tipo fibroblástico o con marcada hialinización; 
otros tumores se disponen en patrón sincitial o sólido con poco estroma. 
 
Existe una diferenciación tubular variable en los grupos celulares que se 
disponen alrededor de una luz central. Los túbulos están desprovistos de membrana 
basal y de la capa de células mioepiteliales que se dispone entre las células 
epiteliales y la membrana basal en los conductos mamarios normales. Las células 
también pueden disponerse infiltrando en “fila india” o “en diana”, pero sin mostrar 
las características morfológicas del carcinoma lobulillar. Puede haber focos de 
necrosis que pueden ser extensos y que también pueden dar lugar a la formación de 
quistes. Las células neoplásicas presentan un aspecto también variable, desde poca 
desviación de la célula epitelial mamaria normal a células con marcado 
pleomorfismo y atipia nuclear. El citoplasma puede ser abundante y eosinófilo. La 
actividad mitótica es variable, de casi ausente a muy abundante. En algunos casos 
puede observarse infiltración linfoplasmocitaria en el estroma. 
 
Se asocia a carcinoma intraductal en el 80% de los casos. El carcinoma 
intraductal asociado es generalmente del mismo grado nuclear que el carcinoma 
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invasivo. En algunos tumores no hay componente intraductal y en otros predomina el 
componente intraductal sobre el infiltrante. En este sentido, algunos histopatólogos 
incluyen como subtipo el “carcinoma ductal infiltrante con extenso componente 
intraductal”. El componente estromal es extremadamente variable desde una 
proliferación muy celular fibroblástica, a estroma con poca celularidad o marcada 
hialinización. Pueden verse focos de elastosis de distribución periductal o perivenosa. 
También pueden observarse en el tumor émbolos vasculares pero solo los 
localizados por fuera del tumor tienen efecto pronóstico (Ellis y cols., 2012). 
 
 
I.3.2. CARCINOMA DE TIPO MIXTO 
Para que un tumor sea clasificado como de tipo NST debe tener más del 50% del 
tumor de tipo no específico. Si el tipo NST constituye entre el 10 y 49% de la masa 
tumoral, se le considera de tipo mixto y deben especificarse los tipos de tumor que lo 
constituyen. 
 
 
I.3.3. TIPOS ESPECIALES DE CARCINOMA DE MAMA. 
I.3.3.a. Carcinoma lobulillar infiltrante 
Se define como un carcinoma invasivo constituido por células poco cohesivas, 
dispuestas individualmente o con patrón en “fila india”, incluidas en estroma fibroso y 
que generalmente se asocian a carcinoma lobulillar in situ. 
 
Representa el 5-15% de los tumores infiltrantes de la mama, y es el segundo más 
frecuente. Desde los años 80 su incidencia ha aumentado relativamente con 
respecto al carcinoma de tipo no específico, lo que puede ser debido al aumento del 
tratamiento hormonal sustitutivo o al incremento en el consumo de alcohol. La media 
de edad es de 57-65 años, ligeramente superior a la del carcinoma infiltrante no 
específico (Lakhani y cols., 2012). 
 
Se caracteriza por su multifocalidad y es bilateral más frecuentemente en 
comparación con otros tipos de cáncer infiltrante (el porcentaje de bilateralidad oscila 
entre el 6% y el 47%). Sin embargo, algunos estudios muestran que la incidencia de 
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bilateralidad es similar a pacientes con carcinoma ductal infiltrante (Schnitt y Collins, 
2009). 
 
La mayoría de las pacientes presentan una masa palpable, mal definida, en 
cualquier lugar de la mama, aunque algunos trabajos refieren mayor frecuencia en 
las zonas centrales de la mama en comparación con el carcinoma ductal infiltrante. 
Radiológicamente se detecta como masas espiculadas o distorsión arquitectural, y 
las microcalcificaciones son menos frecuentes que en el carcinoma ductal infiltrante. 
Comparado con el carcinoma ductal invasivo la mamografía tiene menos sensibilidad 
diagnóstica con una cifra de falsos negativos cerca al 19%. En este caso la 
ecografía es más sensible (78-95%), aunque esta técnica puede infravalorar el 
tamaño del tumor. El método radiológico que más ayuda en el diagnóstico es la 
resonancia magnética, especialmente en lesiones multifocales, aunque esta técnica 
puede dar falsos positivos y sobrestimar el tamaño del tumor (Lakhani y cols., 2012). 
 
Son tumores macroscópicamente irregulares y mal definidos debido al patrón de 
crecimiento difuso de las células tumorales. El diámetro medio es dificil de 
determinar y en algunas series se describe como algo mayor que el del carcinoma 
ductal infiltrante (Lakhani y cols., 2012). 
 
Microscópicamente se describen diferentes subtipos: 
I) Clásico. Se caracteriza por células de pequeño tamaño, poco cohesivas, que 
aparecen dispersas individualmente en un tejido conjuntivo fibroso o 
infiltrando en “fila india”, con frecuencia de manera concéntrica alrededor de 
un conducto. Tienen poca reacción tisular del huésped y no alteran mucho la 
arquitectura mamaria. Las células tienen un núcleo redondeado u ovoide, 
indentado, y escaso citoplasma con ocasionales luces intracitoplasmáticas, 
que a menudo tienen una inclusión central mucoide, a veces con morfología 
en anillo de sello. Las mitosis son infrecuentes. Con frecuencia es multifocal, 
observándose focos neoplásicos separados por tejido mamario normal. Esta 
forma clásica se asocia al 58-98% de los casos de carcinoma lobulillar in situ. 
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Variantes histológicas: 
2) Sólido: Las células neoplásicas forman sábanas y pueden plantear diagnóstico 
diferencial con otras lesiones como por ejemplo el linfoma. Con frecuencia las 
células tienen núcleos de alto grado (Hanby y Hughes, 2008). 
 
3) Alveolar: Las células se disponen en agregados globulares de al menos veinte 
células con la misma morfología del patrón clásico. Semejan la neoplasia 
lobulillar in situ, pero no tienen capa basal/mioepitelial ni membrana basal. 
Son receptores de estrógenos positivos (Shousha y cols., 1986; Hanby y 
Hughes, 2008). 
 
4) Pleomórfico: Son tumores con frecuencia multifocales, de células poco 
cohesivas, de núcleos irregulares, y con más mitosis que en la forma clásica. 
El tamaño de los núcleos es mayor que en la forma clásica, al menos algún 
núcleo debe tener 4 veces el tamaño de un linfocito (Chen y cols., 2009). Con 
frecuencia se asocia a carcinoma lobullillar in situ con células similares a las 
del componente infiltrante. Puede ser de tipo apocrino o histiocitoide (Chen y 
cols., 2009), y hasta en el 29% de los casos pueden verse células con 
morfología en anillo de sello (Lakhani y cols., 2012). Tienen peor pronóstico. 
Tienden a aparecer en mujeres posmenopáusicas, y pueden presentarse 
como enfermedad localmente avanzada. En cuanto a los receptores 
hormonales pueden ser positivos o negativos, pero comparándolos con el tipo 
clásico son con más frecuencia receptores hormonales negativos. Tienen 
mayor índice de proliferación celular con el Ki67 y mayor índice de 
amplificación de HER2 (Chen y cols., 2009). Los tumores que son HER2 
positivos pueden ser también receptores hormonales positivos (Middleton y 
cols., 2000). Con frecuencia son positivos para p53, citoqueratinas de alto 
peso, y a veces para cromogranina (Hanby y Hughes, 2008). 
 
Existe controversia sobre si se origina en la misma vía genética del 
carcinoma lobulillar o se trata de un carcinoma ductal de alto grado que pierde 
la cadherina-E. En estudios de carcinoma lobulillar pleomórfico con 
inmunohistoquímica, hibridación in situ cromogénica, hibridación genómica 
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comparativa de alta resolución (CGH) y CGH basada en micromatrices 
tisulares (arrays) se observa que todas las lesiones pierden la cadherina-E y 
la catenina-beta y muestran ganancias de 1q y pérdida de 16q, que son 
características típicas de carcinoma lobulillar, y que no se ven en carcinomas 
ductales de alto grado. Estos estudios demuestran que por lo menos algunos 
carcinomas lobulillares pleomórficos tienen el mismo precursor o el mismo 
componente genético que el carcinoma lobulillar de tipo clásico. Además en 
alguno de estos casos se detecta amplificación de c-myc y HER2, que pueden 
ser responsables del mal pronóstico de estos tumores (Palacios y cols., 2003 
b; Reis-Filho y cols., 2005 b). 
 
5) Tubulolobulillar: Representa menos del 3% de los casos. Se caracteriza por 
presentar el patrón en fila india de la forma clásica, pero también pequeños 
túbulos. En un tercio de los casos se asocia a carcinoma lobulillar in situ. En 
algunos casos la cadherina E es positiva tanto en las zonas de patrón tubular 
como en las zonas de células sueltas de aspecto lobulillar, similar a algunos 
carcinomas de alto grado con células discohesivas, pero el carcinoma ductal 
raramente muestra mutaciones específicas en el gen de la cadherina-E, e 
incluso en estos casos no se altera la inmunorreactividad de membrana con la 
técnica de inmunohistoquímica de cadherina-E. Este patrón discohesivo 
puede ser debido a otras alteraciones que conducen a rotura de las uniones 
de células epiteliales, y quizás como resultado un incremento en la capacidad 
invasiva y metastásica. También se ha detectado en estos carcinomas una 
pérdida de la claudina 7, miembro de la familia de las claudinas, que son 
proteínas de unión celular. Esto puede demostrarse comparando lesiones 
ductales de alto grado con lesiones de bajo grado y con epitelio mamario no 
neoplásico. Además, la existencia en los carcinomas tubulolobulillares de 
otros factores relacionados con la invasión como las metaloproteinasas de 
matriz (enzimas así llamadas por necesitar átomos de cinc o de calcio y que 
descomponen proteínas de la matriz celular) puede ayudar a explicar el 
relativo incremento de las metástasis en casos de carcinoma tubulolobulillar 
(16% de pacientes tienen metástasis ganglionares) comparado con el 
carcinoma tubular (Esposito y cols., 2007). 
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Los casos de carcinomas tubulolobulillares cadherina-E positivos 
deberían denominarse “carcinoma ductal variante tubulolobulillar” o 
“carcinoma ductal con patrón tubulolobulillar” (Esposito y cols., 2007). Los 
casos cadherina-E negativos pueden considerarse variantes de carcinoma 
lobulillar. La mayoría de los carcinomas lobulillares son grado 1, según el 
método combinado de Scarff, Bloom y Richardson (Bloom y Richardson, 
1957). Es importante no confundirlos con los carcinomas mixtos tubular y 
lobulillar (Wheeler y cols., 2004, Schnitt y Collins, 2009). 
 
La mayoría de los carcinomas lobulillares son receptores hormonales positivos: 
70-95% positivos para estrógenos y 60-70% para progesterona. La alteración 
genética más importante, que se encuentra entre el 63 y 87% de los casos, es una 
pérdida en el brazo largo del cromosoma 16q, y ganancia de material en 1q y 16p, 
pero se han identificado otras alteraciones mas heterogéneas: ganacias (8q), 
amplificaciones (1q32, 8p12-p11.2, 11q13) y pérdidas (8p23-p21, 11q14.1-q25, 13q). 
El gen cadherina-E (epitelial) que se localiza en 16q22 está implicado en mantener 
la cohesión celular de los tejidos epiteliales adultos y actúa como diferenciación 
celular y factor supresor de invasión. Se ha demostrado una correlación entre la 
deleción del 16q y la pérdida de cadherina-E. El carcinoma lobulillar de tipo 
pleomórfico tiene alteraciones cromosómicas similares, pero además contiene 
amplificaciones de locus 8q24, 17q12 y 20q13, que son características de carcinoma 
invasivo de alto grado. Conviene recordar que en algunos casos con morfología de 
carcinoma lobulillar la técnica de inmunohistoquímica de cadherina-E puede ser 
positiva y si los datos morfólógicos son de carcinoma lobulillar no debe reclasificarse 
como carcinoma ductal (Rakha y cols., 2010). 
 
La mayoría de los carcinomas lobulillares se clasifican por estudios de perfil 
genético como Luminales A, pero también pueden ser de tipo Luminal B, HER2, de 
tipo mama normal, o triple negativos. 
 
En cuanto al pronóstico comparándolo con el carcinoma ductal infiltrante, hay 
controversia: algunos autores describen mejor pronóstico, otros no encuentran 
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diferencias significativas, y otros autores observan un peor pronóstico para el 
carcinoma lobulillar. En las grandes series son tumores de mayor tamaño que los 
carcinomas ductales (>5cms), debutan con mayor estadío tumoral (estadío III/V) y 
con más metástasis ganglionares. En los primeros 10 años después del diagnóstico 
el pronóstico del carcinoma lobulillar es similar o mejor que el carcinoma ductal de 
tipo no específico, pero a largo plazo el pronóstico es peor, con mayor frecuencia de 
metástasis a distancia, recurrencias y mortalidad. El carcinoma lobulillar de tipo 
clásico presenta un mejor pronóstico comparado con el tipo pleomórfico y sólido. Las 
variantes tubulolobulillar y alveolar se consideran tumores de bajo grado. 
 
Las metástasis del carcinoma lobulillar en ganglios linfáticos constituidas por 
células aisladas pueden confundirse con histiocitosis sinusal y requieren estudios de 
inmunohistoquímica para su detección. En el carcinoma lobulillar hay migración a 
huesos, tracto gastrointestinal, útero, meninges, ovario y afectación difusa de las 
membranas serosas; mientras que la afectación pulmonar es más frecuente en el 
carcinoma ductal infiltrante. Los estudios de inmunohistoquímica de GCDFP-15, 
citoqueratina 7, receptores de estrógenos y progesterona, y cadherina-E pueden 
ayudar a establecer el diagnóstico de metástasis de carcinoma lobulillar en un tumor 
intraabdominal (Lakhani y cols., 2012) 
 
I.3.3.b. Carcinoma tubular 
Es un tumor compuesto por estructuras tubulares bien diferenciadas de luces 
abiertas limitadas por una sola capa de células epiteliales y que se asocia a buen 
pronóstico. Constituye aproximadamente el 2% de los tumores invasivos en la 
mayoría de las series (Rakha y cols., 2012). 
 
No tiene características clínicas que lo diferencien del carcinoma invasivo NST. 
Cuando se compara con el carcinoma invasivo de bajo grado suele ser más pequeño, 
y tiene con menos frecuencia infiltración linfovascular y ganglionar, lo que conlleva 
un buen pronóstico. Aproximadamente el 10-20% son multifocales. Se puede 
detectar por mamografía debido a su naturaleza espiculada y porque puede 
presentar calcificaciones, pero el 22-57% de los casos no muestran masa en la 
mamografía; aunque por ecografía puede verse como una masa hipoecoica con 
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bordes mal definidos y sombra acústica posterior. Con frecuencia se asocian a 
lesiones proliferativas epiteliales incluyendo carcinomas intraductales bien 
diferenciados, neoplasia lobulillar y atipia plana; también se ha descrito una 
asociación con cicatriz radial. 
 
Macroscópicamente no se diferencian del tipo ductal infiltrante o de los tipos 
mixtos, excepto por su menor tamaño (generalmente mide entre 0,2 y 2 cm y la 
mayoría son de 1 cm o menos). 
 
Microscópicamente se caracteriza por túbulos abiertos, ovales, redondeados o 
típicamente angulados, adoptando una morfología en lágrima, limitados por una sola 
capa de células epiteliales pequeñas, regulares con poco pleomorfismo y escasas 
mitosis. En un tercio de los casos se ven secreciones apicales hacia la luz de la 
célula. No hay células mioepiteliales, pero algunos túbulos pueden estar rodeados 
de capa incompleta de membrana basal. El componente epitelial se asocia a un 
estroma celular desmoplásico. Se pueden ver calcificaciones en el componente 
invasivo o en el in situ. El componente in situ es de bajo grado de tipo cribiforme o 
micropapilar, y ocasionalmente es de tipo lobulillar. Cuando se asocia a la atipia 
epitelial plana el carcinoma in situ es de tipo micropapilar. No hay consenso sobre el 
porcentaje de túbulos requerido para el diagnóstico de carcinoma tubular (entre el 75 
y el 100%), aunque de manera práctica se acepta un 90% de diferenciación tubular. 
Los tumores con el 50-90% de diferenciación tubular y otros tipos de carcinoma se 
incluyen en el carcinoma de tipo mixto (Rakha y cols., 2012). 
 
En el diagnóstico diferencial deben distinguirse de lesiones benignas como la 
adenosis esclerosante y la cicatriz radial, de las que se diferencia por su arquitectura 
y por que en estas lesiones las glándulas están rodeadas por una capa de células 
mioepiteliales que se demuestran por técnicas de inmunohistoquímica (calponina, 
p63, y otros marcadores de mioepitelio). Otra lesión benigna que puede confundirse 
con el carcinoma tubular es la adenosis microglandular, en la que las glándulas no 
están rodeadas por células mioepiteliales, pero presentan morfología redondeada y 
contienen secreción similar a coloide en su luz, a diferencia de la morfología 
angulada o en lágrima de las glándulas del carcinoma tubular. También deben 
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diferenciarse de otras formas de carcinoma como el carcinoma infiltrante de bajo 
grado, del que se distingue por la morfología angulada de las glándulas y el poco 
pleomorfismo celular, así como por presentar muy pocas mitosis. En cuanto al 
carcinoma tubulolobulillar se diferencia por la ausencia del componente de tipo 
lobulillar infiltrante de tipo clásico. 
 
Este tipo de tumores son casi siempre positivos para receptores de estrógenos y 
progesterona, mientras que HER2 y EGFR suelen ser negativos. Tienen menos 
alteraciones genéticas que los otros tipos de carcinomas. Usando técnicas para el 
estudio de pérdida de heterozigosidad (LOH) y de hibridación genómica comparada 
(CGH) se ven con frecuencia alteraciones como pérdidas en 16q (78-86%) seguido 
por ganacia en 1q (50-62%), y que ocurren con frecuencia de manera concomitante. 
Otras alteraciones incluyen ganancias en 16p y pérdidas de 8p, 3p (gen FHIT) y 11q 
(locus del gen ATM). Aunque estas alteraciones cromosómicas son comunes a otros 
carcinomas de bajo grado (carcinomas invasivos de bajo grado y carcinoma 
lobulillares) pero, a diferencia del carcinoma invasivo de tipo no específico, es 
infrecuente observar alteraciones como pérdida de 17p. Estudios de perfil genético 
los incluyen en el tipo Luminal A. 
 
El pronóstico es excelente en el carcinoma tubular puro y en algunas series es 
igual a mujeres sin cáncer. Es el candidato ideal para la cirugía conservadora, ya 
que son muy raras las recidivas por lo que algunos grupos consideran innecesaria la 
radioterapia posoperatoria. La tasa de supervivencia sin enfermedad a los 10 años, y 
la tasa de supervivencia después de mastectomía o cirugía conservadora es del 93,1 
al 99,1% y del 99 al 100%, respectivamente. La incidencia de metástasis axilares es 
también muy baja, con una media de un 10% (0-22%) y raramente afecta a más de 
un ganglio por lo que algunos autores sugieren incluso que no se utilice tratamiento 
neoadyuvante en tumores menores de 1 cm (Diab y cols., 1999; Edge y cols., 2010, 
Rakha y cols., 2012). 
 
I.3.3.c. Carcinoma cribiforme invasivo 
Se define como un carcinoma invasivo de patrón similar al carcinoma intraductal 
cribiforme y que se asocia a un pronóstico excelente. Se admite un componente 
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tubular asociado de hasta el 50%. Constituye el 0,3-0,8% de los carcinomas de 
mama (Rakha y cols., 2012). 
 
Aparece con mayor frecuencia entre los 53 y 58 años. Se presenta clínicamente 
como una masa, pero con frecuencia está clínicamente oculto. Se detecta por 
mamografía como masa espiculada que con frecuencia tiene microcalcificaciones. 
Es multifocal en el 10-20% de los casos. 
 
No hay características macroscópicas que lo diferencien del carcinoma invasivo 
de tipo no específico. 
 
Microscópicamente la forma pura consiste casi exclusivamente en un patrón 
cribiforme invasivo mayor del 90%. Los casos que contengan entre el 10-40% de 
otros tipos de carcinoma que no sea el tipo tubular deberán incluirse en el tipo mixto. 
El tumor está constituido por islotes, a menudo angulados, en los que se ven 
espacios vacíos bien definidos a modo de cribas. Se pueden ver secreciones 
mucinosas apicales hacia la luz, que pueden contener microcalcificaciones. Las 
células tumorales son de pequeño tamaño, con bajo a moderado pleomorfismo 
nuclear. Las mitosis son poco frecuentes. En la mayoría de los tumores hay un 
estroma reactivo fibroblástico y pueden observarse en algunas ocasiones células 
gigantes de tipo osteoclástico de origen histiocitario. En casi el 80% de los casos se 
asocia a carcinoma intraductal de tipo cribiforme. En el 14,3% se asocia a metástasis 
axilares. 
 
Son receptores de estrógenos positivos en el 100% de los casos, receptores de 
progesterona positivos en el 69%, y el HER2 es negativo. Son tumores de tipo 
Luminal A (Rakha y cols., 2012). 
 
Se deben diferenciar de: 
• Tumor carcinoide, que presenta marcadores neuroendrocrinos. 
• Carcinoma adenoide quístico, en el que hay una segunda población además 
de la variedad secretora intraquística y material tipo membrana basal, con 
laminina alrededor de las estructuras cribiformes. En estos casos los 
I. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 
35 
receptores hormonales y el HER2 son negativos, por lo que se considera 
dentro del grupo de los tumores triple negativos (Shin y Rosen; 2002). 
• Carcinoma intraductal extenso cribiforme, que se diferencia por la existencia 
de capa mioepitelial alrededor de las estructuras cribiformes (Moinfar, 2007). 
 
El pronóstico es muy favorable, con un 90% de supervivencia a los diez años. La 
forma mixta de carcinoma cribiforme tiene peor pronóstico, pero mejor que el 
carcinoma ductal infiltrante de tipo no específico. El pronóstico es muy similar al 
carcinoma tubular, pero muchos de estos tumores no tienen estructuras tubulares 
definitivas, lo que justifica su separación como una entidad distinta (Rakha y cols., 
2012). 
 
I.3.3 d. Carcinoma con características medulares 
Son carcinomas con características medulares el carcinoma medular, el carcinoma 
medular atípico y un grupo de carcinomas ductales no específico que incluyen 
alguna de las siguientes características: borde expansivo o circunscrito, patrón de 
crecimiento sincitial, células de alto grado nuclear y abundante infiltración linfocitaria. 
 
El carcinoma de mama de tipo medular es raro. Representa menos del 1% de 
todos los carcinomas de mama, aunque se describen series con una mayor 
frecuencia dependiendo de los criterios estrictos utilizados en su diagnóstico. Así 
muchos estudios incluyen casos de carcinoma medular atípico o carcinomas 
invasivos con características medulares. 
 
La edad de máxima frecuencia está comprendida entre los 45 y los 52 años. 
Clínicamente está bien delimitado y es blando a la palpación. Mamográficamente 
está bien circunscrito y se puede confundir con una lesión benigna. 
 
Macroscópicamente es redondeado, de bordes bien definidos, consistencia 
blanda, carnoso, de coloración parda a grisácea y con frecuencia tiene áreas de 
necrosis o hemorragia. El diámetro suele variar entre 2,0-2,9 cm. 
 
Microscópicamente se caracteriza por: 
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• Arquitectura sincitial en más del 75% del tumor. Pueden verse focos de 
necrosis y diferenciación escamosa. 
• No deben verse estructuras glandulares o tubulares, incluso como 
componente menor. 
• Abundante y difusa infiltración linfoplasmocitaria estromal. La densidad del 
infiltrado varía según los casos desde escaso a casi obliterar las células 
neoplásicas epiteliales. Pueden verse folículos linfoides y granulomas de 
células epitelioides. 
• Las células epiteliales son generalmente redondeadas con abundante 
citoplasma y núcleo vesicular con nucléolo único o múltiple. El pleomorfismo 
nuclear es moderado o marcado con grado nuclear 2 o 3 y abundantes 
mitosis y pueden observarse células gigantes atípicas. 
• Está bien circunscrito histológicamente, con bordes expansivos que 
comprimen una zona periférica fibrosa. 
 
Se necesita ser estricto en los criterios para el diagnóstico de carcinoma medular 
debido a su relativamente buen pronóstico. Tumores que muestran patrón sincitial 
con solo dos o tres criterios más se designan como carcinoma medular atípico o 
carcinoma ductal infiltrante con características medulares y se comportan como un 
carcinoma ductal infiltrante de tipo no específico. 
 
En estos tumores suelen ser positivos los marcadores de células 
basales/mioepiteliales como citoqueratinas 5/6, citoqueratina 14, p63 y CD10, y se 
consideran dentro del grupo de los tumores de fenotipo basal (Moinfar, 2007). Los 
receptores hormonales y HER2 son negativos (triple negativos) y presentan una alta 
incidencia de mutaciones en p53. Por estudios de citometría de flujo la mayoría son 
tumores aneuploides y altamente proliferativos. Se describe una alta tasa de 
apoptosis. 
 
El infiltrado linfoide está constituido principalmente por linfocitos T maduros. El 
infiltrado inflamatorio B es policlonal y las células plasmáticas expresan IgG o IgA. 
Aunque el carcinoma de tipo linfoepitelal asociado a EBV tiene características 
similares, hay muy pocos casos de carcinomas con características medulares 
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asociados a EBV, a diferencia del 31-51% de casos EBV positivos de carcinoma 
ductal infiltrante. 
 
Genéticamente un gran porcentaje de estos tumores se consideran de “Tipo 
Basal” y la inestabilidad genómica es frecuente en estos tumores. La mayoría de las 
pacientes con mutaciones en BRCA1 tienen tumores con características medulares, 
pero solo el 13% de las pacientes con tumores de características medulares tienen 
alteraciones en BRCA1. En un estudio reciente se sugiere que los carcinomas 
medulares no son un indicador de cribado de mutaciones en BRCA1 en ausencia de 
factores de riesgo familiares (Iau y cols., 2004). El gen en el que se detectan con 
frecuencia más mutaciones es P53. 
 
Tradicionalmente se consideró que el carcinoma medular tiene mejor pronóstico 
que el carcinoma invasivo de tipo no específico. En una serie de carcinomas 
invasivos grado 3, se demuestra mejor pronóstico cuando se asocian a un infiltrado 
linfoplasmocitario importante. El perfil genético de estos tumores es similar a los 
tumores triple negativos, por lo que el relativo mejor pronóstico puede ser debido al 
tratamiento agresivo en estos tumores y probablemente al prominente infiltrado 
linfoplasmocitario peritumoral (Jacquemier y cols., 2012). 
 
I.3.3.e. Carcinomas productores de mucina 
En esta categoría se incluyen los tumores cuyas células producen mucina tanto 
intracelular como extracelularmente: carcinoma mucinoso o coloide, carcinoma de 
células en anillo de sello y cistadenocarcinoma mucinoso. 
El carcinoma mucinoso se caracteriza por grupos de células epiteliales 
generalmente pequeñas y uniformes flotando en material mucinoso extracelular. Los 
carcinomas mucinosos puros constituyen aproximadamente el 2% de los carcinomas 
de mama. Ocurren en pacientes de más de 55 años. 
Macroscópicamente se caracteriza por ser bien circunscrito, de bordes 
expansivos con superficie de corte blanda gelatinosa, con un tamaño que varía entre 
1 y 20 cms. Mamográficamente simula un proceso benigno. Ecográficamente son 
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hipoecoicos y con imagen dinámica de patrón de realce por RM. Microscópicamente 
está compuesto por pequeños grupos de células epiteliales uniformes, con atipia 
nuclear leve, flotando en “lagos” de moco. Los grupos de células que flotan en el 
moco pueden ser sólidos, micropapilares o formar luces glandulares, y con 
frecuencia se ven finas bandas de tejido fibrovascular dentro del material mucoide. 
Los grupos de células epiteliales no están rodeados por células mioepiteliales. La 
mucina es principalmente extracelular y raramente se ven células con mucina 
intraepitelial o células en anillo de sello. En el tipo hipercelular o carcinoma mucinoso 
tipo B descrito por Capella, las células neoplásicas pueden tener cromatina en “sal y 
pimienta” y citoplasma eosinófilo finamente granular, característicos de 
diferenciación neuroendocrina, que se demuestran con marcadores neuroendocrinos 
como enolasa neuronal específica, cromogranina y sinaptofisina (Capella y cols., 
1980). El carcinoma mucinoso tipo A contiene poca celularidad y abundante material 
mucoide extracelular (Bussolati y Sapino, 2012). 
Se describen dos subtipos: a) puro, cuando el carcinoma mucinoso es mayor del 
90%, y b) mixto, generalmente asociado a carcinoma invasivo de tipo no específico. 
Debe diferenciarse de las lesiones tipo mucocele en donde las células epiteliales 
que flotan en el moco están rodeadas por células mioepiteliales (Tan y cols., 2008). 
 
Estos tumores son positivos para receptores hormonales de estrógenos y 
progesterona y expresan receptores de andrógenos (niveles bajos). El HER2 no está 
amplificado. Las formas puras y mixtas expresan Wt1. Son de tipo Luminal A. Los de 
tipo hipercelular (carcinomas mucinosos de tipo B) presentan un patrón de expresión 
genética similar a carcinomas neuroendocrinos. 
 
Los carcinomas mucinosos puros se asocian con bajas tasas de recurrencia local 
y a distancia, y excelentes tasas de supervivencia sin enfermedad a 5 años. La 
supervivencia a 10 años alcanza el 80-100%, aunque se han descrito metástasis a 
distancia en carcinoma puros mucinosos. Los carcinomas mixtos tienen un peor 
pronóstico con mayor incidencia de metástasis linfáticas (Bussolati y Sapino, 2012). 
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Se describen como variantes: 
 
1) Carcinoma con diferenciación en células en anillo de sello. 
Es un carcinoma constituido por células que crecen de forma aislada, en 
pequeños nidos o trabéculas y con abundante mucina intracitoplasmática que 
rechaza el núcleo hacia la periferia adoptando una morfología característica. 
Carcinomas de mama constituidos exclusivamente por este tipo de células 
son raros, sin embargo es más frecuente la diferenciación focal de células en 
anillo de sello. No hay características clínicas ni macroscópicas específicas de 
este tipo de tumores. 
 
Puede verse diferenciación de células en anillo de sello en carcinomas 
lobulillares, en carcinomas invasivos de tipo no específico y en otros tipos 
específicos. Se describen dos tipos: un tipo se caracteriza por células con una 
gran vacuola citoplasmática con aspecto en “diana” que parece una luz 
intracitoplasmática que contiene material positivo con PAS, azul alcián y 
HMFG2; este tipo se observa en el carcinoma lobulillar de tipo clásico (in situ 
e infiltrante) y en la variedad pleomórfica. El segundo tipo es similar al 
carcinoma difuso gástrico, y se caracteriza por mucosustancias ácidas que 
llenan difusamente el citoplasma y desplazan el núcleo a un extremo de la 
célula; este tipo puede verse en carcinomas intraductales. Esta variante debe 
ser separada del carcinoma mucinoso ya que mientras el carcinoma mucinoso 
tiene buen pronóstico, el carcinoma de células en anillo de sello es muy 
agresivo. 
Algunos autores refieren mal pronóstico sobre todo cuando se presenta 
en forma pura (Merino y Livolsi, 1981). La presencia de células en anillo de 
sello de origen ductal o lobulillar en un carcinoma indica un pronóstico más 
agresivo, independientemente de su número, y debe referenciarse el tanto por 
ciento de células en anillo de sello que hay en el tumor (Moinfar, 2007). Sin 
embargo en estudios más recientes el pronóstico se refiere como incierto 
(Bussolati y Sapino, 2012). 
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Es importante distinguirlos de metástasis en mama de carcinomas con 
células en anillo de sello de otras localilzaciones. Son tumores capaces de 
metastatizar a sitios inusuales como vejiga urinaria, estómago y otros lugares 
gastrointestinales y superficies serosas (ovario y útero), donde pueden 
parecer tumores primarios de esos órganos (Harris y cols., 1978). Los 
carcinomas mamarios de células en anillo de sello son generalmente positivos 
para GCDFP-15, receptores hormonales de estrógenos y progesterona y 
MUC1, mientras que los carcinomas de células en anillo de sello 
gastrointestinales son negativos. La citoqueratina 7 es normalmente positiva 
en los tumores de origen mamario y la citoqueratina 20 es positiva en los de 
origen gastrointestinal (O’Connel y cols., 2005). 
 
2) Cistadenocarcinoma mucinoso 
Es una variante muy rara, que actualmente no se incluye en la clasificación de 
tumores de mama de la OMS, y que parece un cistadenocarcinoma mucinoso 
ovárico o de páncreas. Macroscópicamente se ven zonas sólidas y quistes 
multiloculados. Microscópicamente el material mucinoso se localiza en el 
citoplasma de células columnares que forman glándulas con poca atipia 
nuclear o que limitan espacios con proliferación celular, múltiples capas, 
penachos y papilas hacia la luz. Algunas de las células neoplásicas muestran 
atipia nuclear y pérdida de mucina intracitoplasmática. Puede haber zonas de 
rotura de la pared de los quistes con infiltración del estroma y pueden 
observarse zonas de diferenciación (metaplasia) escamosa. 
 
Puede asociarse a carcinoma intraductal con diferenciación mucinosa o 
de tipo convencional. Debe excluirse la posibilidad de metástasis de ovario o 
tracto gastrointestinal: para diferenciarlos son útiles las técnicas de 
inmunohistoquímica (son positivos para citoqueratina 7 y negativos para 
citoqueratina 20) (Koenig y Tavassoli, 1998; Honma y cols., 2003; Schnitt y 
Collins, 2009). 
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I.3.3.f. Carcinoma con diferenciación neuroendocrina 
El término carcinoma con diferenciación neuroendocrina debe reservarse para 
tumores que muestren características similares a los tumores neuroendocrinos del 
tracto gastrointestinal o del pulmón. Todos estos tumores expresan marcadores 
neuroendocrinos en mayor o menor grado. Algunos carcinomas invasivos de tipo no 
específico (hasta el 30%) y de tipos específicos pueden mostrar diferenciación 
neuroendocrina, principalmente el carcinoma mucinoso. 
 
Representa menos del 1% de los carcinomas de mama. La mayoría de las 
pacientes son de la sexta o séptima década. La incidencia real es difícil de asegurar 
ya que no se usan marcadores neuroendocrinos de rutina en tumores de crecimiento 
sólido, alveolar o en nidos. 
 
Clínicamente no hay diferencias con otros tipos de carcinoma. Los síntomas 
relacionados con la producción de hormonas son extremadamente raros, pero los 
test serológicos pueden detectar marcadores neuroendocrinos como la 
cromogranina A. Macroscópicamente pueden ser infiltrativos o expansivos; la 
consistencia de los tumores mucinosos es blanda y gelatinosa. 
 
Microscópicamente pueden ser:  
1) Bien diferenciados.- La mayoría son de grado bajo o intermedio con nidos y 
trabéculas de células que varían de fusocelulares a plasmocitoides y grandes 
células claras, separados por estroma fibrovascular. 
 
2) Pobremente diferenciado / Carcinoma de célula pequeña (oat cell).- Este 
último de morfología muy similar a los tumores de esta histología que se 
localizan en pulmón, por lo que su diagnóstico obliga a descartar una 
metástasis. Tienen abundantes mitosis y con frecuencia necrosis. Para el 
diagnóstico de tumor primario ayuda la presencia de carcinoma intraductal de 
características similares. Si no se observa carcinoma intraductal, se debe 
realizar una cuidadosa historia clínica de la paciente para descartar la 
posibilidad de metástasis. 
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3) Carcinoma invasivo con diferenciación neuroendocrina.- Ocurre en hasta el 
30% de los carcinomas invasivos no específicos y en otros tipos específicos, 
especialmente el carcinoma mucinoso (que constituye aproximadamente la 
cuarta parte de los carcinomas mamarios con diferenciación neuroendocrina),  
y el carcinoma papilar sólido que con frecuencia muestra diferenciación 
neuroendocrina. Puede observarse también un aspecto histológico divergente 
con zonas de carcinoma de células pequeñas y zonas de carcinoma ductal o 
lobulillar infiltrante (Shin y cols., 2000). 
 
Expresan marcadores neuroendocrinos cromogranina y sinaptofisina, alrededor 
del 50% de los carcinomas de grado bajo o intermedio expresan cromogranina, y el 
16% sinaptofisina. El anticuerpo monoclonal para enolasa neuronal específica se 
expresa en el 100% de los tumores pobremente diferenciados, mientras que solo en 
el 50% de estos casos se observa positividad con la cromogranina y sinaptofisina 
(Bussolati y Badve, 2012). 
 
Por estudios genéticos el carcinoma papilar sólido y el carcinoma mucinoso con 
diferenciación neuroendocrina son tumores de tipo Luminal A (Bussolati y Badve, 
2012). 
 
Algunos autores no encuentran diferencias de pronóstico entre tumores con o sin 
diferenciación neuroendocrina (Miremadi y cols., 2002). El grado histológico y el 
estadío son importantes parámetros pronósticos, pero no existen guías específicas 
para graduar los carcinomas con diferenciación neuroendocrina aunque no se 
conoce el significado clínico (Bussolati y Badve, 2012). 
 
I.3.3.g. Carcinoma papilar invasivo 
Se define como un adenocarcinoma invasivo en el que predomina el componente 
papilar en más del 90%. No deben incluirse en este subtipo el carcinoma papilar 
sólido y el asociado a carcinoma papilar intraquístico; por ello, un tumor infiltrante de 
patrón papilar verdadero es extremadamente raro. No tiene características clínicas ni 
macroscópicas específicas. 
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El carcinoma infiltrante está constituido por papilas con ejes de tejido 
fibrovascular recubiertas por células epiteliales malignas (Schnitt y Collins, 2009). 
 
De 1.603 carcinomas de mama revisados en el proyecto NSABP-B04, 38 casos 
tenían características papilares, pero solo 3 eran “puros”, sin mezcla de otros 
componentes invasivos (Fisher y cols., 1980a). 
 
Deben diferenciarse de las metástasis de otros órganos especialmente ovario o 
pulmón, y de carcinomas asociados a carcinoma papilar sólido y papilar intraquístico. 
 
El pronóstico está asociado al grado y estadio del tumor. Hay pocos datos sobre 
la supervivencia de estos tumores (Tse y cols., 2012). 
 
I.3.3.h. Carcinoma micropapilar invasivo 
Es una variante rara de carcinoma invasivo que se caracteriza por un patrón 
infiltrante compuesto por pequeños grupos o mórulas, de células epiteliales, 
rodeados por espacios claros estromales. En esos grupos las células presentan una 
polaridad invertida conocida como “patrón de dentro afuera”, con la superficie apical 
hacia el estroma y no hacia la superficie luminal. 
 
La forma pura es rara y constituye aproximadamente 0,9 al 2% de todos los 
carcinomas invasivos. 
 
Clínicamente la mayoría se presentan como masa palpable. La mamografía 
generalmente revela una masa densa, irregular, con márgenes mal definidos y 
microcalcificaciones. Ecográficamente son principalmente hipoecoicos, pero 
ocasionalmente isoecoicos o masas microlobuladas, con o sin sombra acústica 
posterior. 
 
Macroscópicamente no tiene características específicas. Microscópicamente 
son grupos celulares que no contienen eje fibrovascular, de células cúbicas o 
columnares, rodeadas por un espacio estromal vacío que simula invasión 
linfovascular. Este espacio claro no esta limitado por células endoteliales y puede ser 
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un artefacto de la fijación. Las células tienen  citoplasma eosinófilo y a veces 
características apocrinas. El pleomorfismo nuclear es variable pero raramente 
pronunciado. La actividad mitótica varía de baja a moderada. La necrosis y la 
infiltración inflamatoria son raras. 
 
El patrón de las células neoplásicas de polaridad invertida se demuestra 
mediante estudio inmunohistoquímico para EMA (Schnitt y Collins, 2009) y para 
MUC1 (Reis-Filho y Ellis, 2012). Se observa un artefacto de retracción del estroma 
alrededor de los nidos de células tumorales que simula invasión vascular, pero 
también es frecuente la presencia de infiltración “real” vascular. Puede presentase en 
forma pura o combinado con carcinoma ductal infiltrante, o en algunos casos con 
carcinoma mucinoso; cuando se combina con carcinoma mucinoso puede 
clasificarse como carcinoma mixto mucinoso y micropapilar o como variante de 
carcinoma mucinoso (Schnitt y Collins, 2009). Las células neoplásicas muestran 
atipia nuclear moderada o alta, y la mayoría de los tumores son de grado histológico 
combinado 2 o 3. 
 
Comparando los resultados de las técnicas de inmunohistoquímica de los 
carcinomas micropapilares infiltrantes con los de tipo no micropapilar los resultados 
son variables. Para algunos autores son con mayor frecuencia positivos para 
receptores de estrógenos (61-100%) y positivos para receptores de progesterona 
(46-83%). Sin embargo en otras series hay porcentajes de positividad mucho 
menores que varían entre un 25% a un 32% en receptores de estrógenos, y entre un 
13% a un 20% en los receptores de progesterona. En cuanto a HER2 hay 
controversia sobre los resultados: para algunos autores los resultados no son muy 
diferentes de los de carcinomas de tipo no micropapilar (Kim y cols., 2005). En otros 
estudios más recientes demuestran una positividad entre menos del 10% hasta un 
35% (Marchió y cols., 2008; 2009). 
 
Se clasifican genéticamente como tipo Luminal A o luminal B; la expresión de 
marcadores de tipo basal es rara. Estudios genómicos demuestran ganancias en los 
cromosomas 8q, 17q y 20q, y deleciones en 6q y 13q, a diferencia del carcinoma 
invasivo. Es también importante que en los carcinomas de tipo mixto con 
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componente de tipo micropapilar, el componente de tipo no micropapilar tiene las 
características genéticas similares al componente micropapilar (Reis-Filho y Ellis, 
2012a). 
 
Comparado con el carcinoma invasivo NST, es más frecuente la presencia de 
infiltración tumoral linfovascular y metástasis a ganglios linfáticos axilares. Queda por 
determinar si el fenotipo micropapilar constituye un factor pronóstico independiente 
(Reis-Filho y Ellis, 2012a). 
 
I.3.3.i. Carcinoma con diferenciación apocrina 
Se define como un carcinoma invasivo en el que las células muestran características 
de células apocrinas. Se codifican según el tipo primario invasivo. 
 
Diferenciación focal apocrina puede verse en carcinomas invasivos de tipo no 
específico y en algunos tipos especiales (tubular, lobulillar, micropapilar y medular) 
(O´Malley y Bane, 2008), así como en carcinoma lobulillar y ductal in situ. Solo 
aproximadamente el 4% de los carcinomas invasivos tienen diferenciación apocrina, 
pero no representan una entidad definida. 
 
No tienen características clínicas ni radiológicas específicas. Pueden 
presentarse como masa de cualquier tamaño y en cualquier localización de la mama. 
 
Las células tienen abundante citoplasma eosinófilo, granular PAS positivo 
diastasa resistente (células tipo A) o citoplasma abundante espumoso (células tipo B) 
o una combinación de ambas. En estos tumores se han demostrado en algunas 
ocasiones lípidos intracitoplasmáticos. 
 
Con técnicas de inmunohistoquímica son Bcl-2 negativos y GCDFP-15 
positivos. Los receptores de estrógenos y progesterona son generalmente negativos 
aunque se ha demostrado positividad con una nueva isoforma de receptores de 
estrógenos (receptor estrógenos alfa 36). Los tumores positivos para receptores de 
andrógenos, unido a la negatividad de los receptores hormonales y positividad para 
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HER2, frecuentemente presentan características histológicas apocrinas, por lo que 
se ha sugerido la denominación de “firma molecular apocrina”. 
 
Los tumores con células tipo A deben diferenciarse de los tumores de células 
granulares, y los constituidos principalmente por células tipo B de reacciones 
histiocitarias e inflamatorias, siendo necesario en algunos casos estudios de 
inmunohistoquímica de citoqueratinas. Se deben diferenciar de los carcinomas de 
tipo oncocítico, que son muy raros e indistinguibles histológica e 
inmunohistoquímicamente; ultrastructuralmente, las mitocondrias en las células 
apocrinas son de localización perinuclear y no están difusamente distribuidas como 
en los oncocitos (Damiani y cols., 1998). 
 
Estudios de hibridación genómica comparada (CGH) han revelado ganancias 
en 1p, 1q y 2q, y pérdidas en 1p, 12q, 16q, 17q y 22q. Pero hay que recordar que el 
perfil genético no equivale a diferenciación apocrina. Aproximadamente la mitad de 
los carcinomas con diferenciación apocrina muestran esta firma molecular, 
incluyendo la mayoría de los carcinomas lobulillares pleomórficos con diferenciación 
apocrina. Por esto los carcinomas con diferenciación apocrina están compuestos por 
los subtipos moleculares “luminal” y “apocrino”. Por ello se sugiere que la 
diferenciación apocrina es frecuente en muchos subtipos de cáncer de mama y que 
el “carcinoma apocrino” no constituye una entidad distinta (O’Malley y cols., 2012). 
 
En cuanto al pronóstico hay controversia: algunos estudios no encontraban 
diferencias comparándolo con el carcinoma invasivo de tipo no específico en 
tumores del mismo grado y estadío (Abati y cols., 1990). Otros autores lo 
consideraban una entidad clinicopatológica con pronóstico menos agresivo que el 
carcinoma ductal infiltrante (Wells y El-Ayat, 2007). Actualmente los estudios 
genómicos pronósticos con microarrays muestran un alto índice de recurrencia con 
el estudio de 21 genes, y firma de mal pronóstico con el estudio de 70 genes, lo que 
sugiere un peor pronóstico (Weigelt y cols., 2008, 2009b, 2010a). La positividad para 
receptores de andrógenos abre la posibilidad de nuevas modalidades terapéutica en 
el futuro (O’Malley y cols., 2012).  
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I.3.3.j. Carcinoma metaplásico 
Es un grupo heterogéneo de neoplasias malignas que se caracteriza por la 
diferenciación del epitelio neoplásico en células escamosas y/o mesenquimales, 
como por ejemplo células fusocelulares, condroides, rabdoides u óseas, en las que 
en función de sus componentes se clasifica en: 
 
1) Carcinoma adenoescamoso de bajo grado.- Presenta formaciones glandulares 
y tubulares y nidos de células escamosas incluidas en un estroma fusocelular. 
 
2) Carcinoma metaplásico de tipo fibromatosis, con células fusiformes y variable 
colagenización con atipia nuclear ligera o ausente; el aspecto histológico es 
similar a la fibromatosis. Con técnicas de inmunohistoquímica son p63 y 
citoqueratinas positivos. Puede observarse diferenciación focal escamosa. 
 
3) Carcinoma escamoso: Generalmente se presenta como una lesión quística 
limitada por epitelio escamoso con variable grado de atipia citológica y 
pleomorfismo, las células neoplásicas infiltran el estroma adyacente. Puede 
ser carcinoma escamoso de tipo acantolítico, que delimita espacios 
seudoglandulares, por lo que puede confurdirse con angiosarcomas. Puede 
ser puro o estar mezclado con carcinoma ductal. 
 
4) Carcinoma fusocelular: patrones variables de células fusocelulares con atipia 
nuclear moderada o marcada; puede observarse infiltrado inflamatorio de 
linfocitos y células dendríticas. Para su diagnóstico se requiere diferenciación 
epitelial morfológica o por técnicas de inmunohistoquímica (citoqueratinas). 
También puede observarse carcinoma intraductal en la periferia o dentro de la 
lesión. 
 
5) Carcinoma con diferenciación mesenquimal: 
• con diferenciación condroide. 
• con diferenciación ósea. 
• con otros tipos de diferenciación mesenquimal (rabdoide o incluso 
neuroglial). 
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Históricamente se denomina “carcinoma productores de matriz” al subgrupo 
de carcinomas metaplásicos con elementos epiteliales con transición brusca al 
componente mesenquimal sin transición de tejido fusocelular. 
 
Como tiene muchos aspectos histológicos ha sido denominado de muchas 
maneras: carcinoma metaplásico mixto epitelial y mesenquimal o carcinosarcoma en 
el que se identifican elementos heterólogos como cartílago o hueso. Algunos autores 
relacionan estos casos con mal pronóstico (Rosen, 2009). Como sinónimos se 
emplean carcinoma productor de matriz, carcinosarcoma y carcinoma fusocelular. 
 
Constituyen aproximadamente el 0,2-5% de todos los carcinomas invasivos, 
depende de las definiciones adoptadas por los diferentes autores, aunque su 
frecuencia depende de si solo consideramos los carcinomas con metaplasia 
mesenquimal, suponen aproximadamente el 1% de los carcinomas invasivos. 
 
Clínicamente son similares a los carcinomas de tipo no específico con 
receptores hormonales negativos. 
 
Macrosocópicamente no tienen unas características específicas. La 
degeneración quística es frecuente particularmente en el componente escamoso. En 
general son grandes, con un tamaño medio de 3,9 cm (rango entre 1,2 y >10 cm). 
 
La mayoría (más del 90%) son negativos para receptores hormonales y HER2, 
y son positivos para queratinas de tipo basal como las citoqueratinas 5/6, la 14 o la 
34ȕE12 y entre el 70-80% sobreexpresan EGFR, con amplificación génica de EGFR 
en un tercio de esos tumores, que probablemente se beneficiarán de terapias 
dirigidas contra EGFR (Reis-Filho y cols., 2005a). La p63 se expresa en más del 
90% de estos tumores. En una lesión fusocelular, la expresión inequívoca de 
queratinas de alto peso molecular y/o p63 en cualquier proporción de células 
significa un diagnóstico de carcinoma metaplásico (Reis-Filho y cols., 2012b). 
 
Se consideran dentro del grupo de carcinomas de mama de fenotipo basal 
pero se ha sugerido que un subgrupo, particularmente los que presentan metaplasia 
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fusocelular, genéticamente muestran transición epiteliomesenquimal con menos 
genes que los encontrados en células epiteliales y sobreexpresión de genes que 
generalmente se encuentran en fibroblastos. En este caso pueden ser clasificados 
en el grupo “Tumores bajos en claudina” que son tumores con células llamadas stem 
like (células con características epiteliales y mesenquimales) (Prat y cols., 2010). 
Genéticamente son tumores complejos con ganacias y pérdidas similares a las 
observadas en otros tumores triple negativos y de tipo basal. En un 10-25% de 
casos hay amplificación y alta polisomía de EGFR, más prevalente en tumores con 
difrenciación escamosa y/o fusocelular. 
 
El carcinoma metaplásico ocasiona menos metástasis ganglionares que el 
carcinoma invasivo no específico, pero similar a otros tumores triple negativos. 
Pueden observarse metástasis a distancia en ausencia de metástasis ganglionares 
especialmente cerebro y pulmones. En la actualidad no hay marcadores pronósticos 
para el carcinoma metaplásico, pero hay un grupo de estos tumores que responden 
muy mal a la quimioterapia convencional con peor pronóstico que otros tumores 
triple negativos (Weigelt y cols., 2009b). Los tumores adenoescamosos de bajo 
grado y los de tipo fibromatosis tienen mejor pronóstico que otros tumores triple 
negativos. Se desconoce el valor pronóstico del grado histológico de los carcinomas 
metaplásicos (Reis- Filho y cols., 2012b). Algunos autores describen variantes 
bifásicos con componentes epitelial y estromal generalmente de alto grado, de 
comportamiento agresivo y que pueden metastatizar como tumores bifásicos, como 
carcinomas o como sarcoma (Moinfar, 2007). 
 
 
I.3.4. VARIANTES MORFOLÓGICAS RARAS DE CARCINOMA INVASIVO 
Hay variantes morfológicas de carcinoma invasivo que no se consideran tipos 
específicos en la clasificación de la OMS. 
 
I.3.4.a. Carcinoma pleomórfico 
Es una variante rara que se caracteriza por la proliferación de células gigantes 
pleomórficas y atípicas que constituyen más del 50% de las células tumorales sobre 
un fondo de adenocarcinoma o adenocarcinoma con metaplasia escamosa o 
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fusocelular. La edad de presentación varía entre 28-96 años con una media de 51 
años. La mayoría se presentan como masa palpable y en el 12% de los casos la 
primera manifestación es metastásica. El tamaño medio es de 5,4 cm y en tumores 
grandes puede haber necrosis y cavitación. Las mitosis son muy frecuentes y casi 
todos los tumores son grado 3, con frecuente invasión vascular. El componente 
intraductal es de alto grado con necrosis (Ellis y cols., 2012). 
 
Generalmente los receptores hormonales son negativos, pero el HER2 es 
positivo en aproximadamente el 19% (Silver y Tavassoli, 2000). 
 
En más del 50% de las pacientes hay metástasis axilares y en la mayoría de 
tres o más ganglios metastásicos. Muchas de las pacientes se presentan con 
enfermedad avanzada. Un estudio reciente demostró que los tumores con 
componente de metaplasia fusocelular se asocian a mal pronóstico (Nguyen y cols., 
2010). 
 
I.3.4.b. Carcinoma con células gigantes tipo osteoclástico 
La característica de estos tumores es la presencia de células gigantes en el estroma, 
de tipo osteclástico. Las células gigantes se asocian generalmente con fondo 
inflamatorio, fibroblástico, muy vascularizado, con hematíes extravasados, linfocitos, 
y monocitos mono y binucleados que a veces contienen hemosiderina. Las células 
gigantes son de tamaño variable y a veces incluyen células epiteliales neoplásicas o 
se encuentran en el interior de las luces que forman las células neoplásicas. Las 
células gigantes contienen un número variable de núcleos que no son atípicos. En 
las metástasis y recurrencias del tumor puede observarse un estroma reactivo y muy 
vascularizado. 
 
El componente carcinomatoso del tumor es carcinoma ductal infiltrante de 
bien a moderadamente diferenciado, pero se puede ver acompañando a otros tipos 
histológicos, particularmente al carcinoma invasivo cribiforme, y también al tubular, 
mucinoso, papilar, lobulillar, escamoso y otros patrones metaplásicos, y a 
carcinomas pleomórficos (Ellis y cols., 2012). 
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Las células gigantes son positivas para CD68, y son negativas para 
citoqueratinas, proteína S100, actina, y receptores de estrógenos y progesterona. 
Las células gigantes son fuertemente positivas para fosfatasa ácida, esterasa no 
específica y lisozima, lo que indica que su fenotipo es similar a histiocitos y 
osteoclastos; esta hipótesis está confirmada por estudios ultraestructurales (Ellis y 
cols., 2012). En estudios in vitro se demostró que los osteoclastos se pueden formar 
directamente a partir de precursores de monocitos y macrófagos. Los macrófagos 
asociados al tumor son capaces de diferenciarse en células multinucleadas que 
pueden afectar a la reabsorción ósea en las metástasis. Angiogénesis y agentes 
quimiotácticos producidos por las células neoplásicas pueden ser los responsables 
de la migración de los histiocitos a la zona afectada por el carcinoma y que se 
transformen en células gigantes osteoclásticas (Sheikh y cols., 1995; Quinn y cols., 
1998). 
 
Aproximadamente un tercio de los casos publicados tienen metástasis 
ganglionares. La supervivencia a los cinco años es del 70%, similar o quizás mejor 
que el carcinoma ductal infiltrante. El pronóstico se debe a las características del 
carcinoma asociado y no parece que esté influenciado por la presencia de células 
gigantes estromales (Ellis y cols., 2012). 
 
I.3.4.c. Carcinoma con características de coriocarcinoma 
Es extremadamente raro. Hay pacientes con carcinomas ductales infiltrantes y 
niveles elevados en suero de HCG-beta, sin evidencia histológica de diferenciación 
coriocarcinomatosa. Hasta el 60% de los carcinomas ductales infiltrantes contienen 
células HCG-beta positivas, pero la histología con diferenciación coriocarcinomatosa 
es muy rara. En estos casos es necesario descartar la posibilidad de metástasis de 
coriocarcinoma (Ellis y cols., 2012; Schnitt y Collins, 2009). 
 
I.3.4.d. Carcinoma con características melanóticas 
La mayoría de los tumores de células melanocíticas que aparecen en la mama 
representan metástasis de melanomas malignos de origen extramamario. Los 
melanomas malignos pueden originarse en cualquier lugar de la piel de la mama, 
aunque son muy raros aquellos que se originan en el complejo areola-pezón. En 
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estos casos el diagnóstico diferencial debe hacerse con la enfermedad de Paget que, 
en algunas raras ocasiones, las células pueden contener melanina en su citoplasma. 
 
Se han publicado pocos casos de tumores en los que parece que presentan 
una combinación de carcinoma ductal infiltrante y melanoma maligno, con transición 
morfológica y diferente perfil inmunohistoquímico. Estos tumores podrían comenzar 
en el mismo clon y mostrar diferenciación divergente por múltiples alteraciones 
genéticas en el desarrollo del carcinoma in situ (Nobukawa y cols., 1999). Estudios 
genéticos demuestran una pérdida de heterocigosidad en el mismo lugar 
cromosómico en todos los componentes del tumor, lo que sugiere un origen a partir 
del mismo clon neoplásico. 
 
En un estudio se encontró positividad para melan-A en un 18% de carcinomas 
de mama. La positividad y extensión de melan-A se asocia con una reducción de la 
diferenciación del tumor, pero no con el tipo tumoral, tamaño, metástasis 
ganglionares, ni estado de los receptores hormonales y HER2 (Ellis y cols., 2012). 
 
No debe considerarse diferenciación melanocítica solo por la presencia de 
melanina, ya que la pigmentación melánica de las células tumorales puede ocurrir 
cuando las células invaden la unión dermoepidérmica. Es importante también 
diferenciar estos tumores de carcinomas de mama con depósito de lipofuscina en el 
citoplasma. 
 
I.3.4.e. Carcinomas tipo glándulas salivales/anexiales de la piel 
El cilindroma y el hidradenoma de células claras muestran características similares a 
los tumores cutáneos. Tanto el cilindroma como el hidradenoma de células claras 
son tumores extremadamente raros y ocurren en mujeres adultas y de edad 
avanzada. Los cilindromas pueden asociarse con carcinoma lobulillar y carcinoma 
invasivo de tipo no específico. Son tumores circunscritos, generalmente menores de 
2 cms., que con frecuencia se encuentran en la región areolar sin conexión con la 
piel. 
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Macroscópicamente son lobulados y protruyen en espacios quísticos rellenos 
de una sustancia clara mucoide sin hemorragia. 
 
Microscópicamente están constituidos por grupos epiteliales de diferentes 
formas y tamaños con imagen de “puzzle” a bajos aumentos, simulando un aspecto 
seudoinfiltrativo. Puede verse ocasionalmente diferenciación sebácea. Los lóbulos 
están rodeados por una matriz extracelular eosinófila hialina PAS positiva, similar a 
la sustancia que está dentro de los lóbulos. Los lóbulos neoplásicos están 
compuestos por dos tipos de células: a) células pequeñas, de aspecto basal, con 
escaso citoplasma y núcleo hipercromático, generalmente en la periferia de la célula, 
y b) células grandes, de citoplasma pálido y núcleo vesicular que se sitúan 
generalmente hacia el centro. Se pueden ver ocasionales luces ductales. No se ven 
mitosis, necrosis ni hemorragia. Los lóbulos están limitados por células mioepiteliales 
que se visualizan con las técnicas de p63 o actina de músculo liso alfa. Las células 
luminales se tiñen con EMA. Pueden verse abundantes células reactivas de 
Langerhans que son positivas para S100 y CD1a. 
 
Son tumores negativos para estrógenos, progesterona y GCDFP-15. Las 
células tumorales son negativas para S100 y no hay evidencia de diferenciación 
mioepitelial. 
 
En cuanto al pronóstico no se han descrito recurrencias ni metástasis del 
cilindroma, y el hidradenoma de células claras es un tumor benigno (Sapino y cols., 
2012a). 
 
I.3.4.f. Carcinoma adenoide quístico 
Es un carcinoma de bajo grado de malignidad histológicamente similar a los tumores 
de glándula salival. 
 
Es un tumor raro. Representa menos del 0,1% de los tumores de mama. La 
edad media al diagnóstico es 64 años. La incidencia en mujeres de raza negra es un 
39% más baja que en mujeres blancas. Sobre el 50% de los casos se encuentran en 
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la región subareolar. Puede ser doloroso. El aspecto radiológico (mamografía y 
ecografía) es inespecífica. 
 
Macroscópicamente son generalmente bien circunscritos, entre 0,5 y 12 cm y 
ocasionalmente son rosados, parduzcos, grisáceos y con microquístes. 
 
Microscópicamente son muy similares a los de la glándula salival, pulmón y 
piel, formados por células epiteliales y mioepiteliales en la clásica arquitectura 
tubular o cribiforme. Puede verse una variante sólida de tipo basaloide. Pueden 
verse lesiones in situ, pero es muy difícil diferenciarlas del componente invasivo. Las 
células neoplásicas se polarizan alrededor de dos tipos de estructuras: verdaderos 
espacios glandulares, que son difíciles de ver y contienen un material PAS positivo, y 
seudoluces, que resultan de invaginaciones del estroma (espacios estromales). 
Dichas seudoluces están rodeadas por células basales/mioepiteliales y contienen 
sustancias que se tiñen con azul alcián; se pueden delimitar con laminina y colágeno 
IV y a veces están repletas por un material en forma de esférulas o cilindros hialinos 
que, a nivel ultraestructural e inmunohistoquímico, corresponde a material de 
membrana basal. 
 
A nivel ultraestructural las células basaloides tienen características 
mioepiteliales y son positivas para actina de músculo liso, p63, calponina, y 
citoqueratinas de alto peso molecular (14 y 5/6), y son negativas para CD10. Las 
células luminales son positivas para citoqueratinas 7 y 8/18. El CD117 es positivo 
como en el tumor de glándula salival. Puede asociarse a adenomioepitelioma y a 
carcinoma siringomatoso de bajo grado (carcinoma adenoescamoso), lo que sugiere 
una relación estrecha entre tumores epiteliales y mioepiteliales. 
 
Son tumores generalmente negativos para receptores hormonales y HER2; 
recientemente se detectó una isoforma de receptores de estrógenos alfa-36. En el 
65% de los casos es EGFR positivo. 
 
Son tumores de bajo grado que generalmente se curan con mastectomía 
simple. Se gradúan como los tumores de glándula salival y en algunos estudios los 
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tumores grado 3 se asocian a mayor tasa de recurrencias o metástasis, aunque esto 
no se corroboró en otros estudios (Sapino y cols., 2012b). Como los tumores de 
glándula salival raramente infiltran por via linfática y la mayoría de los casos se 
asocian con excelente supervivencia. La variante sólida con características 
basaliodes tiene peor pronóstico (Shin y Rosen, 2002). Las recurrencias 
normalmente ocurren por una resección incompleta. Las tasas de supervivencia a 5 
y 10 años son superiores al 95 y al 90 % respectivamente (Sapino y cols., 2012b). 
 
I.3.4.g. Carcinoma mucoepidermoide 
Es un tumor de mama similar al tumor de glándula salival. Son muy raros y 
constituyen aproximadamente el 0,3% de los carcinomas de mama. 
 
Clínicamente es similar al carcinoma invasivo tipo no específico. La secreción 
de pezón puede ser el primer síntoma de tumor localizado en la región retroareolar. 
El tamaño varía entre 0,5 y 15 cm. Son tumores bien circunscritos y a veces 
contienen quistes con material mucoide. 
 
Microscópicamente son similares a los de la glándula salival con nidos de 
células epidermoides o mucosecretoras positivas para citoqueratina 7 y 18, limitadas 
por células “basaloides” positivas para citoqueratina 14, y células intermedias 
positivas para citoqueratinas 5 y 6, y p63. Las células intermedias pueden expresar 
EGFR. La mayoría de estos tumores en la mama son de bajo grado con predominio 
de células mucosecretoras. Los tumores de alto grado son raros, sólidos y de 
predominio de células intermedias y escamosas, y puede observarse componente 
intraductal. Los receptores hormonales son negativos, pero hay muy pocos casos 
estudiados (Sapino y cols., 2012c). 
 
Debe diferenciarse de un carcinoma ductal infiltrante con diferenciación 
escamosa que contiene verdadera queratinización con formación de perlas córneas 
lo que excluye el carcinoma mucoepidermoide. 
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Los tumores de bajo grado tienen buen pronóstico, mientras los tumores de 
alto grado muestran comportamiento agresivo con metástasis a ganglios axilares y 
metástasis a distancia. 
 
I.3.4.h. Carcinoma polimórfico 
Histológicamente es similar al carcinoma polimórfico de bajo grado de glándula 
salival. Es muy raro y hay muy pocos casos descritos (Sapino y cols., 2012d). 
Macroscópicamente son nódulos con tamaño que varía entre 1,5 y 4 cm. 
 
Microscópicamente son nidos sólidos rodeados en la periferia por patrón 
trabecular, alveolar, cribiforme y también en filas de una célula (que simula 
carcinoma lobulillar). Está constituido por un solo tipo de células, con núcleo 
redondeado u ovoide con numerosas mitosis. Las células neoplásicas son positivas 
para Bcl-2 y débilmente positivas para citoqueratina 7 y cadherina-E. Son negativos 
EMA, receptores hormonales de estrógenos y progesterona, HER2, citoqueratina 14, 
actina, y CD117. 
 
Solo uno de los casos descritos en la literatura mostró un pronóstico agresivo 
con muerte de la paciente por enfermedad generalizada a los 3 años del diagnóstico. 
Todos los casos son grado 2 y de tamaño grande en el momento del diagnóstico. 
Parece que el comportamiento es de un carcinoma de alto grado por lo que se 
recomienda el término “carcinoma polimorfo de tipo glándula salival” (Sapino y cols., 
2012d). 
 
 
I.3.5. FORMAS EXCEPCIONALMENTE RARAS Y VARIANTES DE CARCINOMA 
INVASIVO 
I.3.5.a. Carcinoma secretor 
Se trata de un tumor raro, de bajo grado, en el que las células producen secreción, 
similar a la secreción láctea, intra o extracelular. La incidencia es menor del 0,15%, 
puede ocurrir en niños y adultos (37% en pacientes menores de 20 años, con un 
rango que varía entre 3 y 87 años). Se manifiesta como un nódulo cerca de la areola 
especialmente en hombres y niños. 
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Histológicamente es bien circunscrito, pero con frecuencia se identifica franca 
infiltración. Las células se disponen en patrón microquístico, sólido o tubular. La 
secreción es PAS positiva y resistente a la digestión con diastasa y azul alcián 
positivo. Cuando se asocia a carcinoma in situ tiene las mismas características 
secretoras, ocasionalmente con necrosis o de tipo bajo grado. 
 
Con técnicas de inmunohistoquímica es positivo para EMA y proteína S100, y 
es negativo para receptores de estrógenos, HER2 y p63. Puede expresar cadherina-
E, citoqueratina 8 y 18, CD117 y actina de músculo liso alfa. 
 
Tiene un curso clínico de bajo grado con pronóstico favorable en niños y 
adolescentes menores de 20 años, pero es más agresivo en pacientes mayores en 
los que pueden verse recurrencias hasta 20 años después. Se encuentran 
metástasis axilares que afectan raramente a más de tres ganglios (Eusebi y cols., 
2012). 
 
I.3.5.b. Carcinoma oncocítico 
Es un carcinoma de mama constituido por más del 70% de células con 
características oncocíticas. Los oncocitos son células de citoplasma eosinófilo 
debido a la gran cantidad de mitocondrias. 
 
Clínicamente la media de edad de presentación es de 66 años. Raramente se 
observa en hombres. No se diferencian clínicamente del resto de los carcinomas 
invasivos. Debutan con metástasis axilares en un 44%. 
 
Macróscopicamente el tamaño medio es de 3 cm. 
 
Microscópicamente muestra un patrón de crecimiento sólido con márgenes 
expansivos. Las células poseen un citoplasma abundante, granular, eosinófilo, con 
bordes bien definidos, y los núcleos varían de monótonos a pleomórficos con 
nucléolo prominente. 
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Con técnicas de inmunohistoquímica sus células son positivas para 
marcadores de mitocondrias, EMA, citoqueratina 7 (un 84%), GCDFP-15 (un 34%), 
receptores de estrógenos (un 78%), receptores de progesterona (un 62,5%) y HER2 
(un 25%). Estos tumores deben diferenciarse de los carcinomas apocrinos y 
neuroendocrinos. 
 
Genéticamente presentan ganancias en 11q13.1-q13.2 y 19p13, similares a 
tumores oncocíticos del riñón y tiroides. 
 
La supervivencia es similar al carcinoma invasivo NST del mismo grado y 
estadío (Eusebi y cols., 2012). 
. 
 
I.3.5.c. Carcinoma sebáceo 
Se define como un carcinoma con diferenciación sebácea en no menos del 50% de 
las células. No existe evidencia de un origen en las glándulas sebáceas de la piel. 
Es un tumor del que hay muy pocos casos descritos. 
 
Macroscópicamente su tamaño varía entre 2 y 20 cm. 
 
Microscópicamente se caracteriza por una proliferación nodular o lobular de 
células de aspecto sebáceo con abundante citoplasma finamente vacuolado y que 
son positivas con rojo oleoso o Sudán III, mezcladas con células de pequeño tamaño, 
ovoideas o fusocelulares sin vacuolización. Las mitosis pueden ser numerosas. 
Puede verse diferenciación focal escamosa en forma de mórulas escamosas. 
 
Las células son positivas para citoqueratinas, receptores de estrógenos, 
progesterona y de andrógenos, mientras que el HER2 puede ser positivo. Se debe 
diferenciar del carcinoma rico en lípidos y del liposarcoma. No hay referenciados 
estudios genéticos de estos tumores. 
 
Como hay tan pocos casos descritos se sabe poco del pronóstico de estos 
tumores. Se ha descrito algún caso con metástasis a ganglios axilares y algún caso 
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aislado de metástasis a distancia después de 10 años de la cirugía (Eusebi y cols., 
2012). 
 
I.3.5.d. Carcinoma rico en lípidos 
Es un carcinoma en el que no menos del 90% de las células contienen lípidos 
neutros en su citoplasma. La incidencia es menor del 1-1,6%. 
 
Hasta entre dos tercios a tres cuartos de los carcinomas de mama contienen 
lípidos en el citoplasma, pero solo los tumores con al menos el 90% de las células 
que contengan lípidos pueden ser clasificados como esta variante. La mayoría es de 
grado 3. 
 
Hay que diferenciarlo de otros tumores mamarios de células claras, de 
metástasis de carcinoma renal y de carcinomas con características modificadas por 
tratamiento hormonal y de quimioterapia. Necrosis grasa y mastitis 
xantogranulomatosa también pueden confundirse con estos tumores. 
 
Suelen ser tumores de alto grado, con negatividad para receptores 
hormonales, HER2 y citoqueratinas de tipo basal. 
 
La mayoría se presentan con metástasis axilares y desarrollan metástasis a 
distancia (Eusebi y cols., 2012). 
 
I.3.5.e. Carcinoma de células ricas en glucógeno 
Es un carcinoma en el que más del 90% de las células neoplásicas tienen 
citoplasma claro que contiene glucógeno. 
 
La incidencia varía entre el 1 y el 3% de los carcinomas de mama, con una 
media de edad de 41-78 años. 
 
Macroscópicamente el tamaño varía entre 1 y 8 cm. 
 
I. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 
60 
Es importante una definición estricta por dos razones: primero, los carcinomas 
de células claras en la mama son infrecuentes y pueden ser un artefacto de 
extracción de sustancias intracitoplasmáticas producido durante el procesado del 
tejido. En segundo lugar, en aproximadamente el 60% de cánceres de mama puede 
observarse glucógeno intracitoplasmático sin observarse cambio claro en el 
citoplasma de estas células. 
 
Estas lesiones tienen características estructurales de carcinoma intraductal e 
invasivo de tipo no específico, y raramente de tipo lobulillar, medular o tubular. Los 
márgenes son circunscritos o infiltrativos. El componente in situ, que puede ser puro 
o asociado a componente infiltrante, tiene un patrón de crecimiento compacto, sólido, 
comedo o papilar. 
 
Las células claras o con citoplasma finamente granular contienen glucógeno 
PAS positivo diastasa lábil. El núcleo es hipercromático, con cromatina condensada 
y nucléolo prominente. 
 
Mediante técnicas de inmunohistoquímica, son positivos los receptores de 
estrógenos en el 50%, mientras que los receptores de progesterona son negativos. 
Se pueden ver tumores positivos para HER2 y negativos para receptores 
hormonales de estrógenos y progesterona. Son negativos para actina de músculo 
liso, GCDFP-15, y  CD10. 
 
Se debe diferenciar de otros tumores de células claras de la mama como el 
carcinoma rico en lípidos, carcinoma histiocitoide apocrino, adenomioepitelioma, 
hidradenoma de células claras, y metástasis de un carcinoma de células renales y 
tumores de células epitelioides perivasculares (PEComa) (Eusebi y cols., 2012). 
 
Aunque la mayoría de los trabajos publicados sugieren peor pronóstico que el 
carcinoma invasivo de tipo no específico, algunos autores no encuentran diferencias 
de pronóstico con los carcinomas invasivos de tipo no específico y el pronóstico 
estaría asociado al tamaño, grado histológico y estado ganglionar del tumor (Hayes y 
cols., 1995). 
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I.3.5.f. Carcinoma de células acinares 
Es un carcinoma de mama similar al carcinoma acinar de la glándula parótida que 
muestra diferenciación serosa con gránulos de zimógeno en el citoplasma. 
 
Es un tumor raro en la mama, aunque su incidencia real no se conoce porque 
no hay grandes series publicadas. Fue descrito por Roncaroli y cols. en 1996 como 
un tumor similar a los de glándula salival, y desde entonces se han publicado pocos 
casos (sobre 20 casos más). Afecta a mujeres entre 35 y 80 años. Clínicamente se 
presenta como un nódulo palpable entre 1 y 5 cm. 
 
Microscópicamente varía de bien diferenciado y fácilmente reconocible a 
sólido (desdiferenciado). Algunos muestran microquistes y espacios 
microglandulares, o nidos sólidos con comedonecrosis y un ribete de estructuras 
microglandulares en la periferia. Las células tienen un núcleo irregular u ovoideo, 
con nucléolo evidente y citoplasma abundante eosinófilo o anfofílico, con gránulos 
rojizos similares a los observados en las células de Paneth. Pueden predominar las 
células con citoplasma claro de aspecto hipernefroide. Las mitosis pueden ser 
numerosas. Casi todos los tumores expresan alfa-1-antiquimiotripsina, amilasa de 
glándula salival, lisozima, EMA y S100. La mucoproteína GCDFP-15 puede ser 
focalmente positiva, son negativos para receptores hormonales de estrógenos, 
progesterona, andrógenos y HER2. Algunos autores describen casos asociados a 
adenosis microglandular, sugiriéndose una asociación entre las dos lesiones. Una de 
las características de este tumor es la presencia en la periferia de pequeños túbulos 
neoplásicos que se han interpretado como transformación neoplásica de la adenosis 
microglandular (Kahn y cols 2003) y en algunos casos se ha denominado “carcinoma 
microglandular”. Sin embargo, algunas características morfológicas, 
ultraestructurales y de inmunohistoquímica son diferentes, por lo que hasta el 
momento la histogénesis es desconocida (Eusebi y cols., 2012). 
 
Debe diferenciarse del carcinoma secretor, que no tiene características 
hipernefroides. Además, desde el punto de vista genético, este carcinoma no 
muestra el reordenamiento t(12;15) ETV6-NTRK3 del carcinoma secretor. 
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Pueden verse metástasis axilares, pero no se ha descrito el fallecimiento de 
ningún paciente a causa de la enfermedad, aunque el seguimiento está limitado a un 
máximo de 10 años (media 3,3 años). 
 
 
I.4. CLASIFICACIÓN MOLECULAR 
Avances recientes en la investigación del genoma humano y en biología molecular 
hacen posible abordar la complejidad molecular del cáncer de mama y su relación 
con el tratamiento de la enfermedad (Aranda, 2010). 
 
 Para seleccionar el tratamiento más correcto de cada paciente, en la 
actualidad se intenta estudiar el perfil genético de cada tumor con tecnología de 
microarrays con la finalidad de determinar tumores de bajo riesgo que no necesiten 
tratamientos con quimioterapia y tumores que necesiten el tratamiento sistémico 
(Chang y cols., 2005; Wirapati y cols., 2008; Weigelt y cols., 2010b; Early Breast 
Cancer Trialists’ Collaborative Group (EBCTCG), 2012). La heterogeneidad del 
cáncer de mama constituye múltples entidades asociadas a diferentes 
características biológicas, histológicas, de presentación clínica y pronóstico, y de 
respuesta al tratamiento, por ello se estudia la asociación entre la patología 
molecular y los diferentes tipos histológicos de cáncer de mama  para intentar buscar 
nuevas dianas terapeúticas en el tratamiento de la enfermedad (Weigelt y Reis-Filho, 
2009b). 
 
Los estudios pioneros en Europa son del grupo holandés de Laura van´t Veer, 
y en EEUU del grupo de Stanford de Charles M. Perou. 
 
El grupo de Stanford (Perou y cols., 2000; Sorlie, 2004) analizó la expresión 
de un grupo de genes en muestras de tejido mamario normal y muestras de 
diferentes tumores de mama, observando que los tumores se agrupaban en dos 
grupos principales dependiendo de la positividad o negatividad de los receptores de 
estrógenos y progesterona (RE y RP) y HER2. Según esta diferenciación se pueden 
clasificar los tumores en:  
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I.4.1. TIPO LUMINAL 
Son receptores hormonales positivos y a su vez se clasifican en: 
 
I.4.1.a. Luminal A 
Son tumores con receptores hormonales de estrógenos y genes relacionados con 
los receptores de estrógenos positivos, receptores de progesterona positivos, y 
HER2 negativos. Son los tumores de mejor pronóstico (Rakha y cols., 2008). 
Generalmente presentan una actividad proliferativa menor del 14% (Schnitt y Collins, 
2009, Cheang y cols., 2009). Se caracterizan por presentar un panel de genes que 
expresan típicamente las células epiteliales luminales de la mama (RP, GATA, BCL2) 
y expresan citoqueratinas 8 y 18. En relación con los tipos histológicos se incluirían 
dentro de este grupo los ductales infiltrantes de tipo no específico, especialmente los 
grados 1 y 2. De los tipos histológicos especiales se incluirían el tubular, el cribiforme 
infiltrante y el lobulillar de tipo clásico. 
 
Actualmente hay estudios que relacionan el estudio genético de los tumores, 
cuando son receptores de estrógenos positivos y sin metastásis ganglionares, con el 
pronóstico de estos tumores (Sparano y Paik, 2008). 
 
I.4.1.b. Luminal B 
Son tumores receptores de estrógenos positivos, tienen perfil genético de tumores 
luminales pero, comparados con el tipo Luminal A, tienen un mayor índice de 
proliferación celular y expresan genes que tienen relación con los subtipos basal-like 
y HER2. Pueden presentar positividad para HER2 o actividad proliferativa mayor del 
14%. Tienen peor pronóstico que los tipo luminal A (Rakha y cols., 2008). Tienen un 
incremento de expresión de genes asociados a HER2 (ERBB2 y GRB7), que se han 
asociado a resistencia al tratamiento con tamoxifeno, y podrían beneficiarse de 
tratamiento sistémico. Solo el 30% de estos tumores son HER2 positivos. El Ki67 es 
un marcador de proliferación celular y un excelente marcador para los casos Luminal 
B. El punto de corte del Ki67 para valorar si es alto o bajo ha variado según los 
diferentes estudios desde el 10 al 25% (de Azambuja y cols., 2007). Hay autores 
como Viale, en un metaanálisis de 1521 pacientes, en donde considera el punto de 
corte en el 19% (Viale y cols., 2008b) y otros autores en el 20% (Joensuu y cols., 
I. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 
64 
2003). Hasta ahora el umbral más empleado era el 14% (Cheang y cols., 2009; 
Goldhirsch y cols., 2011), pero en St. Gallen 2013 la mayoría de los panelistas 
estaban a favor de subirlo al 20% (Goldhirsch y cols., 2013). 
Prat y cols. (2013) comprobaron que un porcentaje alto de tumores luminales 
B identificados por técnicas de biología molecular eran clasificados como luminales A 
por inmunohistoquímica. Muchos de estos tumores presentaban baja o nula 
expresión de receptores de progesterona. Establecieron empíricamente un umbral 
de expresión para estos receptores en el 20% y comprobaron que el pronóstico de 
los mismos era claramente peor. Propusieron por tanto que se definiesen los 
luminales B/HER2- como tumores con receptores de estrógenos positivos, 
Ki6714% y/o receptores de progesterona 20%. 
 
 
I.4.2. TIPO HER2 POSITIVO 
Son tumores con receptores hormonales de estrógenos y progesterona negativos y 
positividad para HER2. Incluirían principalmente casos de ductal de tipo no 
específico (en torno al 15%, principalmente grado 2 y 3), un subgrupo de carcinomas 
apocrinos, un pequeño porcentaje de lobulillares pleomórficos (en torno al 20%), y 
un porcentaje variable de carcinomas micropapilares. Hay que recordar que no 
existe total equivalencia entre positividad por inmunohistoquímica y la amplificación 
del gen HER2, ya que ocasionalmente pueden verse casos positivos con 
inmunohistoquímica y que no están amplificados con la hibridación (Ellis y cols., 
2005; Lal y cols., 2003; Tubbs y cols., 2001; Varshney y cols., 2004). La importancia 
de este grupo está determinada, además de por sus implicaciones pronósticas, por 
la posibilidad de tratamiento con bloqueantes del receptor o de la actividad 
tirosinquinasa del dominio intracelular del mismo. 
 
 
I.4.3. TIPO TRIPLE NEGATIVO 
Son tumores negativos para receptores de estrógenos, progesterona y para HER2, y 
presentan un mal pronóstico. Cuando a los tres marcadores mencionados se le 
añade positividad para las citoqueratinas basales 5 y 17, EGFR, p63, integrina 4, 
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laminina, c-Kit, integrina a6, cadherina-P, u otros marcadores, se habla de fenotipo 
basaloide, pero ambos términos no son sinónimos (Nielsen y cols., 2004, Rakha y 
cols., 2008). Un 15-54% de los tumores basaloides expresan RE, RP o HER2, y los 
tumores triple negativo que expresan un fenotipo basal presentan una supervivencia 
libre de enfermedad más corta que los que no lo expresan (Reis-Filho y Tutt, 2008). 
En este sentido, hay trabajos sobre el papel diagnóstico de la inmunohistoquímica en 
el carcinoma intraductal de tipo basaloide (Paredes y cols., 2007). 
 
Los tumores triple negativos pueden ser: carcinomas ductales de tipo no 
específico (15% aproximadamente y principalmente grado 2 y 3), carcinoma medular 
(de mejor pronóstico) y medular-like, carcinoma metaplásico (de pronóstico variable 
según subtipo), algunos carcinomas apocrinos, la mayor parte de casos de 
carcinoma secretor (un 80% y de buen pronóstico), el carcinoma de células acinares 
y el adenoide quístico (de buen pronóstico, aunque constituye el 0,1-0,2% de los 
cánceres de mama) (Weigelt y cols., 2008). 
 
Algunos de estos tipos presentan alteraciones moleculares adicionales, como 
el carcinoma medular y el medular-like, que presentan una subregulación de genes 
implicados en la respuesta inmune TH1 que incluye interleukinas, factores 
reguladores de IFN y genes relacionados con la apoptosis, incluyendo miembros del 
receptor TNF (Weigelt y cols., 2010a). También  presentan subregulación de genes 
relacionados con el citoesqueleto y la capacidad de invasión, lo que podría explicar 
el mejor pronóstico de los carcinomas medulares (Weigelt y cols., 2010a). 
 
Los carcinomas metaplásicos presentan subregulación de genes relacionados 
con las vías de reparación de ADN como BRCA, o PTEN y TOP2A implicados en la 
resistencia al tratamiento con antraciclinas (Weigelt y cols., 2009a). 
 
El carcinoma adenoide quístico, aunque se incluye dentro del grupo triple 
negativo/basaloide, presenta características morfológicas bien definidas y un mejor 
pronóstico. Este grupo tumoral presenta una baja regulación de genes relacionados 
con la migración celular, proliferación y respuesta inmune que podría explicar en 
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parte su excelente comportamiento. Recientemente ha sido descrita la traslocación 
t(6;9)(q22-23;p23-24) que determina la fusión MYB-NFIB (Weigelt y cols., 2010a). 
 
Otra traslocación característica es la observada en el carcinoma secretor, que 
presenta mejor pronóstico dentro de los carcinomas triple negativos: es la fusión de 
los genes ETV6-NTRK3 secundaria a t(12;15)(p13; q25) (Weigelt y cols., 2010a). 
Esta fusión también ha sido descrita en el fibrosarcoma infantil, en el nefroma 
mesoblástico y en la leucemia mieloide aguda. 
 
Recientemente se ha descrito la expresión de antígenos de tumores 
testiculares como MAGE-A1, MAGE-A10 y MAGE-A, así como TOP2A en tumores 
triple negativo. Considerando las limitadas opciones terapéuticas de estos tumores, 
estos hallazgos podrían abrir nuevas vías de tratamiento (Mrkliü y cols., 2014). 
 
 
I.4.4. TIPO BAJO EN CLAUDINA 
En 2007 el grupo de Herschkowitz describió un subtipo molecular caracterizado por 
la baja expresión de genes de las proteínas de adhesión celular claudina 3, 4 y 7, así 
como de cadherina-E, son glicoproteínas de adhesión celular dependiente de calcio 
(Prat y cols., 2010). Estos tumores se caracterizan por presentar características en-
tre células epiteliales y mesenquimales. Una prueba de ello, con técnicas de inmu-
nohistoquímica, es la positividad para vimentina, que no se observa en tejido mama-
rio normal o en carcinomas ductales infiltrantes de tipo NST (Herschkowitz y cols., 
2007). Se han relacionado con las células de iniciación tumoral (TIC) y las células 
madre (stem cells), ya que son CD44+/CD24-. Muestran baja expresión de genes 
luminales (son receptores de estrógenos y progesterona negativos), son HER2 ne-
gativos (triple negativos), y tienen baja expresión de cadherina-E. Estas característi-
cas moleculares están relacionadas con transición epiteliomesénquima (EMT) y stem 
cells. Existe la hipótesis de que las características celulares de estos tumores se pa-
recen más a miofibroblastos que a células epiteliales, y revelan una diferenciación 
del cáncer de mama que recuerda la cascada de desarrollo del epitelio mamario 
normal. 
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Son tumores de mal pronóstico. Son necesarios estudios retrospectivos y 
prospectivos para valorar sus implicaciones terapeúticas (Prat y cols., 2010; Hersch-
kowitz y cols., 2007, 2012). 
 
 
I.4.5. TIPO SIMILAR AL TEJIDO MAMARIO NORMAL 
El subtipo con perfil génico similar al tejido normal de la mama representa aproxima-
damente el 10%de los carcinomas de mama). Se caracteriza por una baja expresión 
de genes de tipo luminal y alta expresión de genes de células de tipo basal, y de cé-
lulas adiposas/mesenquimales o estromales (Rahka 2008). Su pronóstico parece 
que es mejor que el tipo basal y responde mal a la quimioterapia (Rody y cols., 
2007). Debido a que sobrexpresa genes propios de las células mioepiteliales de la 
mama normal y de las células adiposas, sin peculiaridades inmunohistoquímicas de-
finidas, se pensó en un principio que era una contaminación de tejido mamario nor-
mal, pero un trabajo reciente describe un modelo transgénico en ratones en el que la 
expresión de citoqueratina 6a genera tumores del tipo normal-like (Bu y cols.; 2011). 
 
El epitelio mamario está constituido por células en varios estadíos de diferen-
ciación: un pequeño grupo de células stem cells y células progenitoras bipotenciales, 
que dan lugar a la población de células más diferenciadas epiteliales ductales (o lu-
minales) y células mioepiteliales (basales). Se ha sugerido que las células stem y 
progenitoras son el origen de leucemia y cánceres sólidos incluyendo los que co-
mienzan en el colon, próstata y cerebro. Sin embargo hay controversia si el cáncer 
de mama comienza en las células stem, células progenitoras, o en células más dife-
renciadas, o si se originan de diferentes células. Esta última posibilidad podría ser 
responsable de la heterogeneidad fenotípica del cáncer de mama. De la familia de la 
citoqueratina 6 (citoqueratina 6a, citoqueratina 6b y citoqueratina 6hf) solo la citoque-
ratina 6a se expresa en el epitelio mamario y marca células bipotenciales progenito-
ras que pueden inducir tumores que recuerdan el subtipo mamario normal-like. En 
condiciones normales se observan más células queratina 6 positivas cuando el árbol 
mamario se expande, como en el comienzo de la pubertad o en el embarazo (Bu y 
cols., 2011). 
 
I. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 
68 
Las distintas características de los grupos moleculares pueden ser la base 
para la utilización de tratamientos más o menos específicos para cada uno de ellos. 
Así el subtipo luminal A se beneficiaría fundamentalmente del tratamiento hormonal, 
mientras que el subtipo luminal B podría ser candidato a tratamiento mixto con 
hormonoterapia y quimioterapia. En cuanto a la respuesta al tratamiento 
quimioterápico, en diversos estudios se ha demostrado una mayor sensibilidad a la 
quimioterapia neoadyuvante de los carcinomas basales y HER2 positivos en 
comparación con los luminales. Pese a la mayor sensibilidad a la quimioterapia 
estándar de los carcinomas basales, su pronóstico es desfavorable. Por ello en la 
actualidad se están ensayando nuevos regímenes de quimioterapia (incluyendo 
derivados del platino) y el uso de tratamientos dirigidos a dianas específicas como 
EGFR (Kalykaki y cols., 2014). 
 
Sin embargo, hay que tener en cuenta que cerca del 20% de los carcinomas 
de mama no se pueden incluir en ninguno de los subtipos anteriores. 
 
Estudios recientes con micromatrices tisulares (TMA) han analizado la 
amplificación de otros oncogenes además del HER2 (EGFR, MYC, CCND1 y FGFR1) 
y la deleción de genes de supresión tumoral (p.ej., BRCA1 y BRCA2) (Palacios y 
cols., 2003a; Lambros y cols., 2007). Entre los genes que sobreexpresan en los 
tumores HER2 positivos, se encuentran algunos localizados en la misma región 
cromosómica (17q12) de HER2, como GRB7 y MLN64 (Vinatzer y cols., 2005), y 
otros de distintas regiones como GATA, o Galectina 1 y 3. Los cambios de expresión 
de estos genes representan potenciales dianas terapéuticas en el futuro (Mehra y 
cols., 2005; Nangia-Makker y cols., 2007; Jung y cols., 2007). 
 
 
I.5 CARCINOMA HEREDITARIO 
Aproximadamente entre el 5% y 10% de los cánceres de mama son hereditarios y 
atribuibles a mutaciones germinales en genes de alta penetrancia. Dos de los genes 
más relevantes que se han identificado son el BRCA1 (OMIM 113705) y el BRCA2 
(OMIM 600185). 
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La mayoría de los cánceres que se desarrollan en mujeres portadoras de 
mutaciones en BRCA1 son carcinomas ductales infiltrantes de alto grado histológico, 
con muchas mitosis, poca formación de túbulos, nidos sólidos con bordes 
expansivos, zonas de necrosis geográfica e infiltración linfoplasmocitaria peritumoral. 
Comparados con los casos esporádicos, son más frecuentes los casos de carcinoma 
medular, de tipo medular-like, y de tipo basalioide (Lakhani y cols., 2001; Iau y cols., 
2004; Rakha y cols., 2008), y son con más frecuencia receptores hormonales 
negativos. En ausencia de historia familiar de riesgo no se recomienda realizar 
estudio de mutación de BRCA1 en las pacientes con carcinoma medular (Iau y cols., 
2004). Comparando los resultados de los receptores hormonales de los carcinomas 
con mutaciones en BRCA1 con los casos de carcinoma esporádicos, los receptores 
de estrógenos son negativos en un 73-90% de los casos (35% de los tumores 
esporádicos). En cuanto a los receptores de progesterona, en el 80% de los casos 
son negativos (41% en los casos esporádicos). 
 
Hay menos correlación genotipo-fenotipo en los casos asociados a 
mutaciones en BRCA2. En algunos estudios se asocian a carcinomas ductales 
invasivos de grado II o III. Los tumores no difieren de los casos esporádicos en la 
proporción de receptores de estrógenos y progesterona. Sin embargo, algunos 
autores encuentran que comparados con los grupos controles son con más 
frecuencia receptores de estrógenos positivos (Schnitt y Collins, 2009). 
 
En cuanto a la amplificación y sobreexpresión de HER2, que ocurre entre el 
15-30% de los casos esporádicos, es muy infrecuente en los casos BRCA1/2 
mutados (0-3,7%) por lo que estas pacientes no son subsidiarias de tratamiento con 
trastuzumab. En los tumores BRCA1 es frecuente la monosomía en el cromosoma 
17, que ocurre en el 35-61% de los casos. Los tumores BRCA2 muestran 
infrecuentemente monosomía del cromosoma 17, pero sin embargo el 20% de los 
casos son polisómicos (Palacios y cols., 2003a). 
 
Distintos estudios demuestran una mayor incidencia de sobreexpresión de 
P53 y mutaciones de P53 en carcinomas BRCA1 en relación con carcinomas 
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esporádicos (Palacios y cols., 2003a). Los estudios con tumores BRCA2 son menos 
concluyentes, debido a la gran variabilidad de resultados entre las diferentes series. 
 
Casi todos los carcinomas BRCA1 y BRCA2 pierden la heterocigosidad (LOH). 
Se podrían detectar anomalías celulares como BRCA1/2 LOH, en células no atípicas 
obtenidas por punción aspiración, lavados ductales o aspirados de fluido del pezón, 
que ayudarían a detectar mujeres portadoras y que tendrían mayor riesgo de 
padecer cáncer de mama (Honrado y cols., 2005). 
 
Los carcinomas de mama hereditarios no asociados a mutaciones BRCA1/2 ni 
a otros genes de alta penetrancia, representan el 67% de los cánceres familiares. Se 
cree que son mayoritariamente carcinomas ductales infiltrantes (67-78%). Son de 
grado histológico más bajo que los tumores BRCA1 (un 25-50% corresponden a 
grado I), con mayor formación de túbulos, menos pleomorfismo nuclear y menos 
mitosis. En algunos estudios se observa una mayor frecuencia de carcinomas 
lobulillares (Palacios y cols., 2003a). Son con frecuencia receptores de estrógenos 
positivos (73-75%), receptores de progesterona positivos (54-67%), y Bcl-2 positivos 
(55%), pero P53 negativos (78-96%). Estas características son diferentes a los 
tumores BRCA1, pero similares fenotípicamente a los tumores BRCA2 (Honrado y 
cols., 2005). 
 
 
 
I.6. FACTORES PRONÓSTICOS Y PREDICTIVOS 
El tratamiento del cáncer de mama está estandarizado y es principalmente quirúrgico, 
con pocos intentos para abordar una terapia apropiada de manera invidualizada. Se 
ha demostrado que aproximadamente un tercio de carcinomas sin metástasis 
ganglionares que se habían clasificado en el grupo de “buen pronóstico” desarrollan 
recurrencias y, sin embargo, una proporción similar de pacientes con ganglios 
positivos permanecen sin desarrollar metástasis a distancia ni recurrencias. 
 
En las dos últimas décadas el tratamiento del cáncer de mama ha 
experimentado drásticos cambios y actualmente hay más opciones de tratamiento. 
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El diagnóstico precoz, debido a los programas de cribado, detecta tumores que 
tienen un pronóstico más favorable, y así se ha incrementado la importancia de 
valorar el pronóstico para cada paciente antes de decidir un plan terapéutico. 
 
Pueden dividirse los factores pronósticos en dos grandes grupos: 
tradicionales y moleculares. 
I.6.1. FACTORES PRONÓSTICOS TRADICIONALES 
Son los factores pronósticos que se valoran durante el examen histológico 
convencional del tumor. Para obtener una correcta valoración histológica es 
importante una cuidadosa preparación de la pieza. 
 
Se recomienda que la pieza se reciba en fresco, se realicen lonchas de 
aproximadamente 0,5 cm de espesor, para conseguir una  fijación homogénea del 
tejido. Se empleará una proporción de volumen de fijador de aproximadamente 4:1 
(formol de alta calidad y tamponado, a una concentración final del 10%), y un tiempo 
de fijación de entre 6-48 horas, a temperatura ambiente. Si se sospecha que el 
tiempo de fijación va a ser superior (días festivos, fines de semana, vacaciones), 
deben tomarse medidas para minimizar el exceso de fijación y realizar una inclusión 
rápida, y notificarlo en la hoja de incidencias del laboratorio, pero sin olvidar que la 
fijación nunca debe ser menor de 6 horas. No deben usarse otros tipos de fijadores 
ya que pueden ser perjudiciales para la realización de técnicas especiales (FISH o 
PCR). Es recomendable tomar un corte del tejido tumoral al recibir la muestra, de 
aproximadamente 1,5 x 1,5 x 0,2 cm. para la realización de técnicas especiales. 
Posteriormente se realizan cortes histológicos de aproximadamente 4-5 micras de 
grosor y tinción con hematoxilina-eosina. Los cortes son examinados y se valoran 
los siguientes parámetros: 
 
I.6.1.a. Estado ganglionar 
Debe efectuarse por estudio histológico de los ganglios axilares, ya que se considera 
el principal factor pronóstico. Las pacientes con afectación ganglionar tienen mucho 
peor pronóstico que las que no tienen invasión ganglionar. En las pacientes con 
ganglios negativos la supervivencia a 10 años es del 75%, y baja al 25-30% en 
pacientes con ganglios afectados por el tumor. Cobra importancia: 
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• Número de ganglios y el nivel locorregional de afectación. Para fines 
terapéuticos se consideran pacientes con 1-3 ganglios, con 4 a 9, y más de 10 
ganglios linfáticos afectados. 
• Ganglios de nivel alto axilar, cadena mamaria interna o en otras localizaciones 
conllevan mal pronóstico. 
 
El vaciamiento ganglionar axilar bajo consigue normalmente entre 4-15 
ganglios linfáticos con mínima morbilidad. Se recomienda que la linfadenectomía 
axilar incluya por lo menos 10 ganglios axilares. 
 
En el estudio de los ganglios linfáticos axilares en cáncer de mama no solo se 
requiere establecer la presencia o ausencia de carcinoma metastásico, sino también 
el tamaño mayor del foco metastásico, ya que determina el estadio ganglionar. La 
clasificación del estadiaje ganglionar según el manual de la comisión americana para 
el estadiaje del cáncer (TNM, 7ª edición) es la siguiente (Edge y cols., 2010): 
 
• pNx: Los ganglios linfáticos regionales no pueden ser valorados (ya 
previamente extirpados o no enviados para estudio patológico). 
 
• pN0: No se observan metástasis histológicamente sin estudios adicionales 
para detectar células tumorales aisladas. 
o pN0 (i-): No se detectan metástasis histológicamente, ni por técnicas 
de inmunohistoquímica. 
o pN0 (i+): Células tumorales aisladas identificadas histológicamente o 
por técnicas de inmunohistoquímica, los grupos de células 
metastásicas son <0,2 mm. 
o pN0 (mol-): No se detectan histológicamente metástasis ni por técnicas 
de biología molecular (RT-PCR). 
o pN0 (mol+): No se detectan metástasis histológicamente pero sí por 
técnicas de biología molecular (RT-PCR). Equivalencia en número de 
copias de ARNm-CK19:  250, > 100 copias (Bernet y cols., 2014). 
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• pN1: Metástasis en 1-3 ganglios axilares y/o ganglios de la cadena mamaria 
interna con enfermedad microscópica detectada por disección de ganglio 
centinela, pero no clínicamente detectable. 
o pN1mi: Micrometástasis (>0,2 mm y/o más de 200 células en un corte 
de tejido, no >2.0 mm). Equivalencia en número de copias de ARNm-
CK19: 250, < 5.000 copias (Bernet y cols., 2014). 
o PN1a: Metástasis en 1-3 ganglios axilares >2.0mm. Equivalencia en 
número de copias de ARNm-CK19:  5.000 copias (Bernet y cols., 
2014). 
o PN1b: Metástasis en los ganglios de la cadena mamaria interna con 
enfermedad microscópica detectada por biopsia de ganglio centinela, 
pero no clínicamente aparente. 
o PN1c: Metástasis en 1-3 ganglios linfáticos axilares y en ganglios de la 
cadena mamaria interna con micrometástasis o macrometástasis 
detectada por disección de ganglio centinela, pero no clínicamente 
aparente. 
 
• pN2: Metástasis en 4 a 9 ganglios linfáticos axilares o en ganglios de la 
cadena mamaria interna detectables clínicamente en ausencia de metástasis 
en ganglios axilares. 
o pN2a: Metástasis en 4 a 9 ganglios axilares (al menos un grupo 
metastásico >2.0 mm.). 
o pN2b: Metástasis clínicamente detectables en ganglios del mismo lado 
de la cadena mamaria interna en ausencia de metástasis axilares. 
 
• pN3: Metástasis en 10 o más ganglios linfáticos axilares o en ganglios 
linfáticos infraclaviculares, en ganglios del nivel III axilar, o en ganglios de la 
cadena mamaria interna detectables clínicamente en presencia de uno o más 
ganglios linfáticos axilares del nivel I o II; o en más de tres ganglios axilares 
con metástasis microscópicas en ganglios de la cadena mamaria interna del 
mismo lado detectados por biopsia selectiva de ganglio centinela pero no 
detectables clínicamente, o en ganglios supraclaviculares. 
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o pN3a: Metástasis en 10 o más ganglios linfáticos axilares (al menos un 
grupo de células metastásicas >2.0 mm), o metástasis en ganglios 
infraclaviculares (nivel III axilar). 
o pN3b: Metástasis en ganglios de la cadena mamaria interna 
clínicamente detectables en presencia de uno o más ganglios linfáticos 
positivos axilares, o en más de tres ganglios axilares y en la cadena 
mamaria interna con enfermedad microscópica detectada por biopsia 
selectiva de ganglio centinela, pero no detectable clínicamente. 
o pN3c: Metástasis en ganglios supraclaviculares del mismo lado. 
 
Si solo se estudia el ganglio centinela se añadirá el sufijo “sn” (por ejemplo: 
pN0sn). Si la pieza ganglionar es postratamiento antineoplásico se añadirá el prefijo 
“y” (por ejemplo, ypN0). Es también importante referenciar si hay infiltración tumoral 
periganglionar. No se considera factor pronóstico independiente, pero se 
correlaciona con el número de ganglios afectados. 
 
I.6.1.b. Ganglio centinela 
Es la extirpación del primer ganglio linfático al que drena el tumor. Cada ganglio 
centinela debe ser informado por separado y especificar el nivel axilar. Si el estadío 
patológico ganglionar está basado solo en el estudio del ganglio centinela debe 
añadirse el sufijo “sn” (por ejemplo, pN0sn en una paciente con ganglio centinela 
negativo) Las técnicas de inmunohistoquímica (cóctel de citoqueratinas AE1-AE3, 
citoqueratina 19, citoqueratina 7, o CAM5.2 han contribuido a mejorar la detección 
de las micrometástasis y células tumorales aisladas. 
 
En la actualidad se están imponiendo las técnicas moleculares en estudio 
intraoperatorio, que determinan cuantitativamente el ARNm de la citoqueratina 19 
con resultados disponibles en aproximadamente 30 minutos. El método diagnóstico 
OSNA (One-Step Nucleic Acid Amplification) representa un procedimiento objetivo, 
reproducible y estandarizado. Se basa en la amplificación del ARNm de la CK19, de 
alto valor discriminatorio entre tejido linfoide no metastásico y con metástasis por 
carcinoma de mama. La amplificación se realiza por medio de una reacción RT-
LAMP, que se realiza en un corto espacio de tiempo (16 min) y a temperatura 
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isotérmica (65º C) (Tsujimoto y cols., 2007). 
 
Las principales ventajas de este método son las siguientes: 
1. Estudiar la totalidad del ganglio sin pérdida de tejido. 
2. La rapidez de la reacción de amplificación (16 min), lo que permite realizar el 
diagnóstico intraoperatorio. 
3. Temperatura de reacción isotérmica (65ºC). 
4. Elevada velocidad y especificidad de la reacción al trabajar con 6 primers 
frente a los 2 primers habituales en las reacciones de PCR convencionales. 
5. Estandarizar el diagnóstico del ganglio centinela al ofrecer una lectura cuanti-
tativa y cualitativa reproducible. 
 
El método OSNA, al ser el único procedimiento que permite el estudio del 
ganglio centinela en su totalidad y sin pérdida de tejido, puede conllevar la detección 
de un mayor porcentaje de metástasis de pequeño volumen (micrometástasis y 
células tumorales aisladas), permitiendo por primera vez el seguimiento de grupos 
estandarizados de pacientes. No constituyen indicación de linfadenectomía axilar los 
casos con baja carga tumoral o perfil bajo de riesgo. Constituye indicación de 
linfadenectomía axilar: a) Carga tumoral mayor de 10.000-15.000 copias; b) 
Diagnóstico de macrometástasis (TNM, 7ª edición), salvo en el contexto de 
pacientes con criterios de «bajo riesgo» del tumor primario, pacientes que cumplan 
los criterios del ensayo Z0011 (Giuliano y cols., 2010) o en el contexto de ensayos 
clínicos (Bernet y cols., 2014). 
 
Puede tambien efectuarse estudio intraoperatorio de citología por raspado o 
impronta del ganglio y posteriormente se realizará el estudio histológico de la 
totalidad del ganglio en diferido (Bernet y cols., 2014). 
 
I.6.1.c. Tamaño tumoral 
La relación entre el tamaño del tumor y el pronóstico es prácticamente lineal: a 
mayor tamaño peor pronóstico. El riesgo de recidiva en tumores inferiores a 1 cm en 
enfermas no tratadas, es del 10-12% a los 20 años. Para fines pronósticos el tamaño 
del tumor debe ser determinado por el patólogo, ya que la medida clínica puede no 
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ser lo suficientemente precisa. Se debe medir el tumor en tres planos y se 
recomienda realizar la medida en fresco. El tamaño se vuelve a valorar después de 
la fijación y posteriormente se valora el mayor diámetro, en los cortes histológicos, 
que es el que se utiliza como parámetro pronóstico. Cuando se detecte más de un 
foco tumoral en la misma mama, se clasifica según el foco de mayor tamaño. 
 
 La estimación del tamaño del tumor es particularmente importante en el 
contexto de los programas de cribado. Los tumores de 10 mm o menos de diámetro 
se denominan carcinomas mínimamente invasivos, y con más frecuencia tienen 
estadíos más bajos (ganglios linfáticos negativos) que los tumores mayores de 15 
mm. Para análisis de supervivencia a largo plazo el punto de corte de tamaño es de 
15 mm. En el programa nacional de cribado de mama del Reino Unido (NHSBSP) el 
objetivo es que el 50% de los carcinomas invasivos detectados midan menos de 15 
mm. 
 
 Estadío según tamaño tumoral siguiendo el manual de la comisión americana 
para estadiaje del cáncer de mama (Edge y cols., 2010). 
• Tx: No puede asegurarse el tamaño del tumor primario. 
• T0: No existe evidencia de tumor primario. 
• Tis: Carcinoma in situ. 
o Tis (DCIS): carcinoma ductal in situ. 
o Tis (LCIS): carcinoma lobulillar in situ. 
o Tis (Paget): Enfermedad de Paget del pezón no asociada a tumor in 
situ o infiltrante en el tejido mamario. Si existe carcinoma en el 
parénquima mamario se clasificará basándose en el tamaño del tumor 
del parénquima mamario añadiendo la presencia de enfermedad de 
Paget. 
• T1: Tumor menor o igual a 20 mm en su dimensión mayor. 
o T1mi: Microinvasión menor o igual a 1 mm en su dimensión mayor. 
o T1a: >1 mm pero no >5 mm en su dimensión mayor. 
o T1b: >5 mm pero no >10 mm en su dimensión mayor. 
o T1c: >10 mm pero no >20 mm en su dimensión mayor. 
• T2: Tumor >20 mm pero no >50 mm en su dimensión mayor. 
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• T3: Tumor >50 mm en su dimensión mayor. 
• T4 Tumor de cualquier tamaño con extensión directa a la pared torácica o a la 
piel. 
o T4a: Extensión a la pared torácica, no incluyendo solo adherencia/ 
infiltración del músculo pectoral. 
o T4b: Edema (incluyendo piel de naranja) o ulceración de la piel de la 
mama, o nódulos satélites en la misma mama. 
o T4c: T4a y T4b. 
o T4d: Carcinoma inflamatorio. 
 
 En casos de múltiples focos de tumor infiltrante se pondrá el sufijo “m” y se 
clasificará según el tamaño del mayor foco de tumor infiltrante. Cuando se trate de 
piezas extirpadas después de tratamiento antineoplásico (radioterapia, quimioterapia 
u hormonoterapia) se pondrá el prefijo “y” (por ejemplo, ypT2). 
 
I.6.1.d. Tipo histológico 
El 80% de los cánceres de mama son del tipo ductal infiltrante; el tipo lobulillar es el 
segundo más frecuente, siendo el pronóstico similar en los dos tipos con una 
tendencia favorable en el tipo lobulillar. 
 
I.6.1.e. Grado histológico 
Aunque la determinación del grado histológico es subjetiva, se ha constatado su 
utilidad en las escalas de Scarff-Bloom-Richardson, el grado nuclear de Fisher 
(Fisher y cols., 1980b) y el índice pronóstico de Nottingham (NPI) (D´Eredita y cols., 
2001). Está ampliamente demostrada la asociación entre el grado histológico y la 
supervivencia de los carcinomas invasivos y se reconoce como un factor pronóstico 
muy importante que debe ser incluido en todos los diagnósticos  de cáncer de mama. 
 
El método de Scarff, Bloom y Richardson (Bloom y Richardson, 1957) y 
modificado posteriormente por Elston y Ellis (Elston y Ellis, 1991). Se valoran tres 
características según la diferenciación tubular, pleomorfismo nuclear y número de 
mitosis, y se le da un índice numérico del 1 al 3: 
1. Formación de túbulos, como expresión de la diferenciación glandular: 
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• Más del 75% del tumor ..................................... Índice 1 
• Del 10 al 75% .................................................... Índice 2 
• Menos del 10% ................................................. Índice 3 
2. Pleomorfismo nuclear: 
• Núcleo pequeño, regular y uniforme ................. Índice 1 
• Variabilidad moderada....................................... Índice 2 
• Variabilidad marcada ......................................... Índice 3 
3. Número de mitosis: Se cuenta el número de mitosis por cada 10 campos de 
gran aumento. Solo se contarán las mitosis claras y si hay heterogeneidad en 
el tumor se elegirán las zonas de mitosis más frecuentes. También hay que 
tener en cuenta que el diámetro del campo varía según el microscopio 
utilizado y por tanto también el índice. 
 
Se suman las tres cifras y el resultado es el grado histológico: 
• Grado 1 - Bien diferenciado:  ............................ 3-5 puntos 
• Grado 2 - Moderadamente diferenciado: .......... 6-7 puntos 
• Grado 3 - Pobremente diferenciado: ................. 8-9 puntos 
 
I.6.1.f. Invasión vascular 
Hay diferentes opiniones en la literatura sobre su influencia en el pronóstico. La 
infiltración vascular hay que valorarla por fuera del tumor y no confundirla con el 
artefacto por retracción del tejido conjuntivo debido a una fijación incorrecta. Los 
émbolos tumorales deben estar en el interior de cavidades limitadas por endotelio. 
Se correlaciona con la presencia de infiltración tumoral ganglionar. Es uno de los 
factores más importantes para predecir la recidiva en pacientes con ganglios 
linfáticos negativos, recidivas después de cirugía conservadora y recurrencias 
después de mastectomía. Este factor pronóstico ha sido incluido en los factores de 
riesgo del consenso de expertos en St. Gallen (Goldhirsch y cols., 2009) 
 
La infiltración tumoral vascular extensa puede ser difícil de diagnosticar si las células 
tumorales llenan completamente los espacios vasculares y pueden confunirse con 
un carcinoma in situ (Lester y cols., 2012). 
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La infiltración tumoral vascular se observa en aproximadamente el 15% de los 
pacientes sin metástasis en ganglios linfáticos axilares y debe interpretarse como 
factor pronóstico independiente (Lee y cols., 2006). 
 
Algunos subtipos de cáncer se asocian con baja incidencia de metástasis en 
ganglios linfáticos y metastatizan por vía sanguínea dando metástasis a distancia, 
como es frecuente en los carcinoma triple negativo (Lester y cols., 2012). 
 
 
I.6.2. RECEPTORES HORMONALES 
El estado de los receptores hormonales es un marcador molecular incluido en los 
factores pronósticos de cáncer de mama y representa también un factor predictivo, 
de forma que solo debe administrarse tratamiento hormonal a pacientes cuyos 
tumores expresen dichos receptores hormonales. 
 
Hay dos tipos de receptores de estrógenos: alfa y beta. El primero es el que 
se usa en la práctica clínica. Está codificado por un gen localizado en el cromosoma 
14q22-q24, se sintetiza en el citoplasma y se traslada al núcleo donde se forma el 
complejo receptor-esteroide, con dimerización del receptor. Algunos genes regulados 
por los receptores de esteroides se involucran en el control del crecimiento celular y 
esos efectos son los más relevantes en la influencia de los receptores hormonales 
en el pronóstico y tratamiento del cáncer de mama. 
 
 El método más empleado para la evaluación de los receptores de estrógenos 
fue propuesto por el grupo de Allred (Allred y cols., 1998; Harvey y cols., 1999). Este 
método tiene en cuenta tanto el porcentaje de células positivas (que se valora de 1 a 
5) como la intensidad de tinción (de 1 a 3). La puntuación final se calcula sumando 
ambos resultados. Los casos con una puntuación mayor o igual a 3 se consideran 
positivos. 
 
La Sociedad Americana de Oncología y el Colegio Americano de Patólogos 
(ASCO/CAP) recomienda en su guía el estudio inmunohistoquímico con anticuerpos 
monoclonales para valorar el estado de los receptores de estrógenos y progesterona 
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en todos los carcinomas invasivos de mama y en las recurrencias. Se recomienda 
que el resultado se considere positivo si hay al menos se observa un 1% de 
positividad en los núcleos de las células neoplásicas, ya que hay pacientes que se 
benefician del tratamiento adyuvante endocrino con tumores que contienen solo un 
1% de células con positividad para receptores de estrógenos (Hammond y cols., 
2010). La ausencia de beneficio del tratamiento hormonal en mujeres con tumores 
con receptores de estrógenos negativos se ha confirmado en ensayos clínicos 
(Hammond y cols., 2010). Pero la desventaja de la inmunohistoquímica es que no da 
información sobre el estado funcional del receptor. Además, la valoración es 
subjetiva y la reproducibilidad interobservador es moderada. La reproducibilidad es 
mayor cuando el nivel de estrógenos es alto. En estos casos la reproducibilidad 
interlaboratorios es de un 80%, pero este porcentaje cae a solo el 37% en tumores 
de baja expresión de receptores de estrógenos.  
 
Se realizan esfuerzos para obtener resultados objetivos con: 1) controles de 
calidad externos, 2) fijación inmediata del tejido en formol neutro tamponado 24-72 
horas para optimizar la tinción, 3) incremento de la recuperación antigénica, 4) una 
selección correcta del anticuerpo, 5) la inclusión de un control positivo (mejor en el 
mismo portaobjetos), y 6) técnica automatizada mejor que manual. Para el control de 
tejido mamario normal debe recordarse que se tiñen entre el 10-15% de las células 
lobulillares y ductales, la tinción es heterogénea y las células mioepiteliales son 
negativas. El epitelio apocrino no expresa receptores de estrógenos ni de 
progesterona, pero sí receptores de andrógenos. 
 
 El carcinoma intraductal bien diferenciado o grado 1 y la neoplasia lobulillar in 
situ de tipo clásico son receptores hormonales positivos. Los carcinomas infiltrantes 
bien diferenciados (carcinoma tubular, mucinoso, lobulillar infiltrante de tipo clásico y 
carcinoma ductal infiltrante grado I) son todos positivos para receptores de 
estrógenos. Por el contrario, carcinomas de alto grado con reacción linfocitaria 
estromal (como el carcinoma medular, carcinomas apocrinos y carcinomas 
metaplásicos) son receptores de estrógenos y progesterona negativos. Los 
carcinomas con receptores de estrógenos negativos y receptores de progesterona 
positivos son raros o no existen (Nadji y cols., 2005). Aproximadamente el 80% de 
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los carcinomas invasivos son receptores de estrógenos positivos en una proporción 
que varía entre el 1 y el 100% de las células neoplásicas, y se ha demostrado que la 
positividad de receptores de estrógenos es un factor predictivo para la respuesta al 
tratamiento hormonal como el tamoxifeno (Dowsett, 2003), o los inhibidores de la 
aromatasa (que suprimen la producción de estrógenos) (Allred y cols., 2012). 
 
La positividad en las metástasis ganglionares es paralela a la del tumor 
primario (Santiago y cols., 2009). 
 
Los receptores de progesterona se expresan en el núcleo de 60-70% de los 
carcinomas de mama. Hay una correlación directa entre los niveles de expresión y la 
respuesta al tratamiento hormonal (Allred y cols., 2012). 
 
Los resultados de los receptores hormonales combinados con otros factores 
pronósticos como tamaño del tumor y ganglios axilares, son datos necesarios para 
decidir el tratamiento adecuado en cada paciente. Así, por ejemplo, quimioterapia y/o 
tamoxifeno deben considerarse como tratamiento en mujeres con tumores de 1 cm o 
menos con receptores de estrógenos positivos o negativos y sin metástasis en 
ganglios axilares (Fisher y cols., 2001). 
 
 
I.6.3. Ki67 
La regulación del crecimiento celular se basa en el balance entre proliferación y 
muerte celular. El ciclo celular en las células somáticas se puede definir como el 
conjunto de sucesos que tienen lugar entre dos divisiones mitóticas, y se divide en 
las siguientes fases: G1, S, G2 y M, y la fase G0 o fase de quiescencia, en la que se 
encuentran las células que no están proliferando. Tras la mitosis, las células hijas 
entran en la fase G1 de duración variable según el tipo de célula, en la que se 
realizan las funciones citológicas específicas. Al final de la fase G1 la célula se 
prepara para el ciclo y organiza los elementos necesarios para la fase siguiente. En 
la fase S, fase de síntesis de ADN o fase de replicación de ADN, el material genético 
de la célula se duplica. En la fase G2 la célula comprueba que la replicación del ADN 
se ha producido adecuadamente y se realizan los preparativos para la fase siguiente, 
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es decir, la síntesis de proteínas necesarias para la mitosis. La mitosis (fase M) 
implica dos procesos, la cariocinesis o división del núcleo, y la citocinesis o división 
del citoplasma. 
Desde el punto de vista morfológico, con las técnicas de rutina no podemos 
saber qué células están en ciclo de división, a no ser que estén en fase M. Las 
células en las restantes fases del ciclo no difieren morfológicamente de la célula en 
reposo. 
 
Cuando se altera el control de la proliferación celular se produce un 
desequilibrio entre el número de células en división y el número de células 
programadas para su diferenciación y/o muerte celular (apoptosis). Este control está 
basado en un balance entre señales estimulantes e inhibitorias y cuando se altera 
debido a modificaciones genéticas surge la transformación neoplásica (Gago, 1997). 
 
Determinados genes supresores codifican proteínas que transmiten señales 
estimuladoras del crecimiento normal (Bishop, 1987), y algunas de estas proteínas 
están comprometidas en el control del ciclo celular (Studzinski, 1989). Por ejemplo, 
la estimulación mitógena de células quiescentes induce un aumento de la expresión 
de c-fos y c-myc (Greenberg y Ziff, 1984; Kelly y Siebenlist, 1986). Por otro lado, la 
inhibición del crecimiento por parte de los genes supresores Rb y P53 se consigue 
por medio de proteínas nucleares que actúan en G1, evitando la progresión del ciclo 
celular (Marshall, 1991). 
 
A través de estos datos se explica el porqué encuadramos la proliferación 
como un proceso molecularmente regulado, participando oncogenes y 
antioncogenes. Hay alteraciones moleculares en las que oncogenes como el c-myc, 
comprometidos en la proliferación celular normal, estarían sobrexpresados e 
implicados en diversos procesos de tumorogénesis (Kelly y Siebenlist, 1986; 
Almendral y cols., 1988; Jiwa y cols., 1993). 
 
Los genes codifican proteínas nucleares que se unen con gran afinidad al 
ADN, pero sin que al parecer tengan ninguna afinidad a una determinada secuencia 
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de bases (Donner y cols., 1982; Watt y cols., 1985). El mecanismo de la proliferación 
es extremadamente complejo y en el pueden incidir, además, factores del tipo de 
proteínas virales como las del HTLV1, que estimulan la proliferación celular (Sawyers 
y cols., 1991). 
La proliferación celular en los tumores constituye una varible biológica 
importante a tener en cuenta, valorada en conjunto con el resto de los marcadores 
pronósticos (tamaño tumoral, grado histológico, estado ganglionar, invasión vascular, 
estado de los receptores hormonales y de HER2, y edad de la paciente) (Colozza y 
cols., 2005; Goldhirsch y cols., 2009, 2011, 2013). 
 
La cuantificación de la proliferación celular puede realizarse por diversos 
métodos tales como el contaje de mitosis (Baak, 1990); índice de incorporación de 
timidina tritiada (Johnson y Bond, 1961; Meyer y cols., 1986) o su análogo 
bromodeoxiuridina (Gratzner, 1982; Dean y cols., 1984), demostración de regiones 
organizadoras nucleolares por métodos argénticos-contaje de AgNORs 
(Goodpasture y Bloom, 1975; Ploton y cols., 1986) y de citometria de flujo (Quirke y 
Dyson, 1986; Koss y cols., 1989) o estática (Taylor y cols., 1989). Todos estos 
métodos tienen ventajas e inconvenientes desde el punto de vista de 
reproducibilidad y de la facilidad o dificultad de realización en condiciones rutinarias 
(Quinn y Wright, 1990). 
 
Las técnicas de inmunohistoquímica han proporcionado diversos marcadores 
para poner de manifiesto la proliferación celular como Ki67 (Gerdes y cols., 1984), 
PCNA (Bravo y cols., 1987; García y cols., 1989) y MIB1 (McCormick y cols., 1993). 
Otros marcadores inmunohistoquímicos de proliferación son la alfa DNA-polimerasa 
(Tanaka y cols., 1982), el receptor de transferrina CD71 (Habeshaw y cols., 1983), la 
p125/6.5 (Philipova y cols., 1987), y el Ki-S1 (Sampson y cols., 1992). 
  
La existencia de antígenos nucleares humanos asociados a la proliferación 
celular se sugirió al identificar autoanticuerpos en el suero de algunos pacientes con 
lupus eritematoso (Miyachi y cols., 1978). En 1983 Gerdes y su grupo de 
investigación de la Universidad de Kiel, buscando un marcador para linfoma de 
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Hodgkin en la línea celular L428, obtienen un anticuerpo monoclonal que denominan 
Ki67 (por Kiel). Este anticuerpo reconoce un antígeno nuclear humano que se halla 
en células proliferantes, pero está asusente en células en reposo (Gerdes y cols., 
1983). 
 
El antígeno Ki67 es una proteína no histónica con una doble banda de 345 y 
395 kDa (Gerdes y cols., 1991). El gen que lo codifica está situado en el cromosoma 
10 (Schonk y cols., 1989). Se detecta  en todas las fases del ciclo celular excepto en 
G0 y por tanto se expresa en G1, S, G2 y M (Gerdes y cols., 1984). A diferencia de la 
PCNA, no hay acuerdo en la bibliografía sobre la distribución del Ki67 en G1. 
Algunos autores afirman que aparece al final de la misma (Gerdes y cols., 1984), 
acumulándose durante el ciclo celular, desde G1 a la mitosis, fase en la que alcanza 
su punto máximo e inmediatamente después de la mitosis la cantidad de Ki67 
disminuye llegando al nivel mínimo (Duchrow y cols., 1994). Otros autores postulan 
que los niveles de Ki67 disminuyen a lo largo de G1 y desaparecen al final de esta 
fase (Lopez y cols., 1991). También a diferencia de la PCNA, el Ki67 no está 
relacionado con la reparación del DNA (Hall y cols., 1993), y muestra una gran 
correlación con datos de fracción de crecimiento obtenidos mediante otros métodos 
(Scott y cols., 1991; McCormick y cols., 1993).  
 
El Ki67 puede usarse rutinariamente en tumores como marcador de 
proliferación celular, y puede detectarse el antígeno Ki67 en tejidos incluidos en 
parafina mediante varios anticuerpos comercializados, como por ejemplo KiS5 o 
KiS11 (Rudolph y cols., 1999), pero el anticuerpo MIB1 es el que se usa con mayor 
frecuencia (Cattoretti y cols., 1992; McCormick y cols., 1993). La fijación 
recomendada es en formol neutro tamponado con el mismo tiempo de fijación que 
para los receptores hormonales (Hammond y cols., 2010; Dowsett y cols., 2011). El 
índice Ki67 se define como el porcentaje de células teñidas sobre el número total de 
células neoplásicas cuantificadas. 
 
La valoración del Ki67 en los tumores es importante como:  
• Factor pronóstico. 
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• Predicción de respuesta o resistencia a tratamiento de quimioterapia o 
tratamiento hormonal. 
• Estimación del riesgo en pacientes sometidos a tratamiento estandarizado. 
• Biomarcador dinámico para valorar la eficacia del tratamiento neoadyuvante, 
particularmente en tratamiento hormonal (Dowsett y cols., 2011). 
 
En el año 2000 el grupo de Charles Perou introdujo la clasificación molecular 
del cáncer de mama usando técnicas de microarrays de DNA, y se comprobó que 
estos subtipos se correlacionan con el pronóstico (Sorlie y cols., 2004). El Ki67 es 
uno de los cuatro marcadores empleados en el panel IHC4 (receptores de 
estrógenos, receptores de progesterona, HER2 y Ki67) para la aproximación 
inmunohistoquímica a los subtipos biológicos del cáncer de mama (Cuzick y cols., 
2011; Harbeck y cols., 2014). 
 
Un Ki67 alto se asocia con tumores de alto grado, tamaño grande, afectación 
ganglionar, fenotipo basal, receptores hormonales negativos y HER2 positivo. 
También se observan diferencias raciales y así hay estudios que demuestran un 
mayor índice de proliferación celular en mujeres afroamericanas comparadas con 
mujeres caucasianas, especialmente en mujeres jóvenes (Agboola y cols., 2013). Lo 
más importante es que un Ki67 alto se asocia con mayor probabilidad de recidiva del 
tumor y disminución de la supervivencia global (de Azambuja y cols., 2007). 
 
La clasificación inmunohistoquímica, que se emplea rutinariamente por su 
disponibilidad, rapidez y precio, es la siguiente (Goldhirsch y cols., 2013): 
• Luminal A: receptores de estrógenos positivos, receptores de 
progesterona >20%, HER2 negativo  y Ki67 bajo (<14%). 
• Luminal B/HER2-: receptores de estrógenos positivos, receptores de 
progesterona 20%, HER2 negativo y Ki67 alto (14%). 
• Luminal B/HER2+: receptores de estrógenos y/o progesterona positivos y 
HER2 positivo. 
• HER2: Receptores hormonales negativos y HER2 positivo. 
• Triple negativo: Receptores hormonales negativos y HER2 negativo. 
 
I. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 
86 
Tipo IHQ R.Estrógenos R.Progesterona HER2 Ki67 
Luminal A + >20% - <14% (Bajo) 
Luminal B/HER2- + ื20% - ุ14% (Alto) 
Luminal B/HER2+ + / - (RP+) + / - (RE+) + ---------- 
HER2 - - + ---------- 
Triple Negativo - - - ---------- 
I.7. HER2 
El cáncer de mama se ha relacionado con amplificación y/o sobreexpresión de 
algunos oncogenes (Vadgama y cols., 2006). Los oncogenes son formas activadas 
de los genes normales celulares, protooncogenes, requeridos durante la 
embriogénesis y la mitosis, para reponer las células que se pierden durante la 
muerte celular programada (apoptosis). Los oncogenes requieren la activación de 
solo un alelo para ejercer influencia oncogénica. Esta activación puede ocurrir por 
mutaciones, duplicación/amplificación, reordenamiento, promotores virales, 
hipometilación de los genes, o secuencias reguladoras. Los oncogenes se clasifican 
por su función y/o localización celular (Bishop, 1987). 
 
 El oncogén HER2 se identificó por primera vez en 1984 (Schechter y cols., 
1984). Localizado en el brazo largo del cromosoma 17 (17q11.2-q12) codifica una 
glucoproteína que actúa como receptor de membrana de 185 kDa (p185) con 
actividad tirosina-quinasa. Esta molécula pertenece a la familia de receptores del 
factor de crecimiento epidérmico humano (HER1-4). Aunque se denomina 
comúnmente HER2, es también conocido como neu (gen de la rata) o c-erb-B2 (se 
denomina con el sufijo B ya que el c-erb-A es otro gen con algunas similitudes, y que 
codifica el receptor de la tirosina, fue identificado en neuroblastomas de ratas 
inducidos por carcinógenos químicos (etilnitrosurea) (Shih y cols., 1981), y presenta 
importantes homologías con el oncogén viral asociado a la eritroblastosis aviar (v-erb) 
(Downward y cols., 1984). 
 
 En 1987 Slamon y cols. describieron la amplificación del gen HER2 en un 
grupo de 103 cánceres de mama demostrando además su asociación con menor 
intervalo libre de enfermedad y menor supervivencia. En publicaciones posteriores 
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de los mismos autores con series más grandes de pacientes se consolida el valor 
pronóstico de la amplificación y sobreexpresión del gen HER2 (Slamon y cols., 1987, 
1989 y 2001). La sobreexpresión del receptor está producida por la amplificación del 
oncogén que lo codifica. 
 
 Los receptores del factor de crecimiento epidérmico humano de la familia 
HER son un grupo de cuatro receptores de superficie celular: HER1 (EGFR), HER2, 
HER3 y HER4, involucrados en la comunicación célula-célula y célula-estroma. La 
proteína HER2 se localiza en la membrana celular y transmite señales desde la 
membrana celular hacia el núcleo. Las señales transmitidas hacen que la célula 
prolifere adecuadamente. Cada célula contiene normalmente dos copias del gen 
HER2 y éstas deben de producir una cantidad apropiada de la proteína HER2 en la 
superficie celular. Cuando el gen HER2 está amplificado aumenta la transcripción de 
ARNm y se produce una cantidad excesiva de proteína que transmite señales a las 
células para que se dividan, crezcan y se multipliquen a mayor velocidad que las 
células normales. Además se disminuye también la apoptosis, la diferenciación y la 
adhesión celular; contribuyendo de este modo a la progresión del cáncer (Holbro y 
cols., 2003). 
 
 La activación de los receptores requiere tres variables: un ligando, un receptor, 
y una pareja de dimerización. El lugar de unión al ligando es el dominio extracelular, 
la membrana plasmática es el dominio de transmembrana y el citoplasma es el 
dominio intracelular con actividad tirosina-quinasa. El ligando se une a un receptor, y 
el receptor debe interaccionar con otro receptor de estructura idéntica o relacionada 
en un proceso conocido como dimerización, para activar señales en cascada dentro 
de la célula. Si se une con un miembro idéntico de la familia se produce una 
homodimerización, y si lo hace con miembros diferentes de la familia se trata de una 
heterodimerización (Rubin y Yarden, 2001). 
 
 No se ha identificado un ligando endógeno específico para el receptor HER2. 
(Slamon y cols., 1987) Se cree que puede no existir ligando y que HER2 se une a 
otros miembros de la familia formando heterodímeros. Actúa como correceptor y es 
la pareja de dimerización preferida para otros miembros de la familia de los 
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receptores del factor de crecimiento. Los heterodímeros de HER2 son más estables 
y sus señales más potentes que otras combinaciones que no contengan HER2, 
especialmente el dímero HER2-HER3, combinación con más potencia mitógena y la 
que predomina en las células de los carcinomas (Rubin y Yarden, 2001). 
 
 
I.7.1. HER2 COMO FACTOR PRONÓSTICO 
La amplificación/sobreexpresión de HER2 se ha observado entre el 15-30% de todos 
los cánceres de mama (Slamon y cols., 1987, 1989, 2001; Andrulis y cols., 1998; 
Dandachi y cols., 2004; Garcia-Caballero y cols., 2006; Sauter y cols., 2009; Francis 
y cols., 2009), aunque los datos más recientes sitúan la positividad entre el 15 y el 
20% (Wolff y cols., 2013). 
 
La sobreexpresión de la proteína HER2 y/o la amplificación del gen HER2, es 
un factor de mal pronóstico con enfermedad más agresiva, y un acortamiento de 
tiempo sin recidivas comparando con tumores HER2 negativos (Slamon y cols., 1989; 
Andrulis y cols., 1998). Se considera un factor pronóstico independiente en relación 
con el riesgo de recurrencias, particularmente importante en tumores con ganglios 
linfáticos negativos (Andrulis y cols., 1998). Los tumores HER2 positivos se asocian 
con estadios clínicos avanzados, metástasis y mal pronóstico (Vadgama y cols., 
2006; Dandachi y cols., 2004). 
 
 El Colegio Americano de Patólogos en el simposio sobre factores pronósticos 
de cáncer de mama en 1999 ya incluye la determinación de HER2 como factor 
pronóstico de categoría II (Fitzgibbons y cols., 2000), y en el simposio de mayo de 
2002 y también está incluida su determinación en las recomendaciones para el uso 
de marcadores tumorales en cáncer de mama por la Sociedad Americana de 
Oncología Clínica (ASCO) (Harris y cols., 2007). Existen numerosos trabajos sobre 
su importancia como factor pronóstico y en la repercusión en el tipo de tratamiento 
(Zarbo y Hammond., 2003; Dandachi y cols., 2004; Joensuu y cols., 2003). La 
amplificación de HER2 se correlaciona con el grado histológico de Scarff-Bloom-
Richardson del tumor infiltrante: se observa sobreexpresión en los carcinomas grado 
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2 o 3, y es muy rara la positividad en los grado 1 (Lewis y cols., 2004; Hoff y cols., 
2002; Ridolfi y cols., 2000). 
 
 La sobreexpresión de HER2 en carcinomas ductales in situ (CDIS) fue 
descrita por van de Vijver en 1988, y se asocia a carcinomas de alto grado nuclear 
con necrosis de tipo comedocarcinoma. Aproximadamente el 60% de los CDIS de 
grado nuclear 3 presentan amplificación génica, que también se correlaciona con la 
presencia de necrosis y un patrón de crecimiento tipo comedocarcinoma. Solo un 15-
20% de los CDIS de bajo grado (grado nuclear 1 ó 2) presentan amplificación (De 
Potter y cols., 1995; Mack y cols., 1997; Lewis y cols., 2004). En la tercera parte de 
los CDIS de alto grado, existe una amplificación simultánea de c-myc y es frecuente 
la asociación de HER2/neu con la sobreexpresión de p53 (Mack y cols., 1997;  
Ménard y cols., 2001 a y b). 
 
 Como ya dijimos, la sobreexpresión de HER2 incrementa la proliferación y 
migración celular. En este sentido es de interés la observación de que el 80-100% de 
los casos de la enfermedad de Paget de la mama, y algunos casos de enfermedad 
de Paget extramamarios, sobreexpresan HER2, tanto en el componente de 
carcinoma in situ como en las células que infiltran la epidermis (Wolber y cols., 1991). 
Estudios recientes han demostrado que la herregulina-alfa es un factor de movilidad 
producido y secretado por las células de la epidermis que, al unirse a receptores 
(HER2, HER3 y HER4), promovería la quimiotaxis de las células neoplásicas, que 
finalmente podrían migrar hasta la epidermis del pezón. Este mismo mecanismo 
también puede influir en las metástasis (Schelfhout y cols., 2000; Bianco y Vasef, 
2006). Hay estudios que demuestran que la mayoría de los casos de enfermedad de 
Paget de la mama presentan amplificación de HER2, a diferencia de los casos de 
enfermedad de Paget de la vulva (Bianco y Vasef., 2006). 
 
 La sobreexpresión/amplificación de HER2 también se correlaciona con el tipo 
histológico. Así, los carcinomas tubulares y mucinosos suelen ser HER2 negativos 
(Bilous y cols., 2003a). En los carcinomas lobulillares la sobreexpresión de HER2 
varía según los diferentes estudios consultados. Se ha descrito sobreexpresión en 
aproximadamente un 13% de casos de carcinomas lobulillares (Ross y Fletcher, 
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1999), siendo más frecuente en los casos de carcinoma lobulillar pleomórfico 
(Middleton y cols., 2000; Li-Ning y cols., 2005; Bassarova y cols., 2005; Reis-Filho y 
cols., 2005b), describiéndose en algunos trabajos una positividad de hasta un 53% 
(Frolik y cols., 2001), aunque también hay otros estudios donde no han encontrado 
ningún caso con amplificación del gen (Gancberg y cols., 2000). 
 
 El epitelio mamario normal no tiene amplificación ni sobreexpresión de HER2 
y por esto no debe de teñirse, o teñirse solo ligeramente (Palacios y cols., 2009). Se 
ha propuesto sustraer al nivel de tinción del carcinoma el nivel de tinción del epitelio 
normal para evitar falsos negativos (método de normalización o sustracción) (Gown y 
cols., 2008). De todas formas, si la tinción de la membrana celular en epitelio 
mamario normal es intensa y extensa el resultado de la técnica queda invalidado 
(Ross y cols., 2007; Sauter y cols., 2009; Palacios y cols., 2009). Diferentes trabajos 
trataron de correlacionar la tinción por inmunohistoquímica en el epitelio mamario 
normal o en lesiones benignas con el riesgo de desarrollo posterior de carcinoma, 
pero todavía no hay estudios concluyentes (Ross y Fletcher, 1998). Hay trabajos 
donde no se demuestra amplificación de HER2 en enfermedad proliferativa benigna 
o hiperplasia ductal atípica (Lakhani, 2001). 
 
 En la actualidad hay estudios de evaluación de HER2 en biopsias por aguja 
con buena correlación con los resultados obtenidos en la pieza quirúrgica (Mueller-
Holzner y cols., 2001; Taucher y cols., 2004), pero los resultados en casos 3+ 
heterogéneos pueden variar en la biopsia escisional (Usami y cols., 2007) En 
algunos estudios se recomendó realizar la determinación de HER2 en biopsia 
escisional (Shousha y cols., 2009), pero en la guía de HER2 recientemente 
publicada se recomienda la determinación en la biopsia de aguja, sin necesidad de 
repetir la determinación siempre que el resultado sea claramente positivo o negativo 
y no haya discordancia histopatológica (Wolff y cols., 2013). Se consideran 
discordantes los casos positivos que sean ductal o lobulillar infiltrante grado 1 con 
receptores hormonales positivos, tubulares, mucinosos, cribiformes o adenoide 
quísticos y los casos negativos que sean grado 3 (Wolff y cols., 2013). En citología, 
tanto en punción aspiración como en improntas citológicas, existe una buena 
correlación con los resultados de la histología de los tumores (McManus y cols., 
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1999; Sartelet y cols., 2005; Sumiyoshi y cols., 2006; Vocaturo y cols., 2006; Shin y 
cols., 2007), aunque por el momento la determinación no está validada para citología 
(Palacios y cols., 2009). 
 
 Se ha comprobado que el estado de HER2 puede variar a lo largo de la 
progresión del cáncer, por esto la guía de 2013 aconseja la repetición de la 
determinación en casos de metástasis siempre que se disponga de material (Wolff y 
cols., 2013). Se han publicado diversos trabajos sobre la determinación de los 
niveles de HER2 en suero (Volas y cols., 1996; Souder y cols., 2006). Unos niveles 
elevados de HER2 en suero, pueden indicar el desarrollo de positividad de HER2 en 
células tumorales metastásicas, incluso en pacientes con tumores primarios 
negativos (Fehm y cols., 2007; Colomer y cols., 2007). 
 
 
I.7.2. HER2 Y RECEPTORES HORMONALES 
En relación con los receptores hormonales, se ha demostrado que los tumores 
HER2 positivos son con frecuencia resistentes al tratamiento hormonal. Existe en 
general una relación inversa entre sobreexpresión/amplificación de HER2 y 
expresión de receptores de estrógenos y progesterona; pacientes con niveles altos 
de sobreexpresión o amplificación de HER2 tienen estadísticamente niveles más 
bajos de receptores hormonales que las pacientes con niveles bajos de 
sobreexpresión o amplificación de HER2 (Andrulis y cols., 1998; Ross y cols., 2003; 
Ariga y cols., 2005; García-Caballero y cols., 2006). Como la respuesta al 
tratamiento hormonal está directamente relacionada con los niveles de receptores 
hormonales, los bajos niveles de estos receptores pueden ser la explicación de la 
relativa resistencia de los tumores HER2 positivos al tratamiento hormonal en estas 
pacientes (Konecny y cols., 2003). 
 
 Aunque en los tumores HER2 positivos predominan los carcinomas ductales 
infiltrantes con receptores negativos, hay que tener en cuenta que hasta un 40% de 
los casos expresan receptores hormonales en variable cuantía. Aunque estos 
tumores son, en principio, candidatos a ser tratados con tamoxifeno, distintos 
estudios han demostrado que los carcinomas ductales infiltrantes HER2+/RE+ son 
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con frecuencia resistentes al tratamiento hormonal (Konecny y cols., 2003). Otros 
trabajos, sin embargo, demuestran que el tratamiento hormonal es beneficioso para 
estas pacientes (Bast y cols., 2001; Martoni y cols., 2006), recomendándose 
tratamiento hormonal e inhibidores de la aromatasa (Lacroix-Triki y cols., 2006). 
 
 Probablemente uno de los factores que influyen en la respuesta al tamoxifeno 
es la expresión del gen AIB1. Este gen, que codifica una proteína que funciona como 
un coactivador del receptor de estrógenos, se encuentra amplificado en el 10% de 
los carcinomas ductales infiltrantes de mama. En tumores que sobreexpresan 
simultáneamente HER2 y AIB1, el tamoxifeno recluta AIB1 (coactivador) en lugar de 
correpresores y se comporta como un agonista en lugar de como un antagonista del 
estradiol. Por tanto en estos tumores el tamoxifeno favorecería el crecimiento 
tumoral y estaría contraindicado, debiendo emplearse en estos casos inhibidores de 
la aromatasa (Ellis y cols., 2001; Ropero y cols., 2004; Lahusen y cols., 2007). 
 
 No existe evidencia clínica suficiente para recomendar la determinación del 
estado de HER2 a fin de seleccionar pacientes candidatas a hormonoterapia. Dado 
el probable beneficio del tratamiento hormonal en estas pacientes, la selección debe 
hacerse solo por el estado de los receptores hormonales (Bast y cols., 2001; Hayes 
y Thor., 2002; Goldhirsch y cols., 2003). 
 
 
I.7.3. HER2 COMO FACTOR PREDICTIVO 
La importancia del HER2 se basa en que la tecnología genética desarrolló un 
anticuerpo dirigido contra el dominio extracelular del HER2, el anticuerpo monoclonal 
murino humanizado clase IgG1, trastuzumab (Herceptin®), desarrollado por 
Genetech (San Francisco, CA, USA) y comercializado en Europa por Roche (Basilea, 
Suiza), que ha supuesto el primer éxito en la historia terapéutica basada en el 
estudio de los oncogenes (Vogel y cols., 2002). 
 
 El trastuzumab es un anticuerpo monoclonal humanizado recombinante 
(rhuMAb), con gran afinidad por el dominio extracelular del receptor HER2. Está 
dirigido contra la proteína que se expresa en la membrana citoplasmática, interfiere 
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con la señal de transducción en cascada iniciada por la sobreexpresión de HER2 y 
posiblemente estimula una respuesta inmune a la sobreexpresión celular del 
receptor (Sauter y cols., 2009). Trastuzumab reduce la disponibilidad de los 
heterodímeros y la oncogenicidad e induce a la muerte celular (Rubin y Yarden, 
2001). El que sea humanizado (95% humano, 5% murino) supone un menor 
potencial inmunogénico y mayor capacidad inmunorreguladora. Además, algunas 
sustancias citotóxicas interaccionan de una manera sinérgica con el trastuzumab. 
 
La prueba imprescindible para el tratamiento con trastuzumab es la 
determinación de HER2 (Pauletti y cols., 2000), ya que está ampliamente 
demostrado que el tratamiento es efectivo en los casos HER2 positivos (Cobleigh y 
cols., 1999; Vogel y cols., 2002; Piccart-Gebhart y cols., 2005). Diferentes estudios 
sugieren que hasta el 66% de las pacientes susceptibles de tratamiento con 
trastuzumab no tienen documentada la realización del test de HER2 y lo mismo 
ocurre en un 20% de las pacientes seleccionadas para dicho tratamiento (Phillips y 
cols., 2009), aunque esto no ocurre en nuestro país. Se ha argumentado que las 
pruebas actuales para determinar la expresión o amplificación no reflejan 
necesariamente la actividad funcional del receptor. De hecho el receptor debe estar 
activado/fosforilado para poder realizar sus funciones. 
 
Debido a la importancia de la determinación del estado del gen HER2, 
sobreexpresión/amplificación, ésta debe realizarse siempre bajo rigurosas 
condiciones de seguridad diagnóstica debido a su importancia en las decisiones 
terapéuticas y el consiguiente impacto sanitario (Phillips y cols., 2009). Los peores 
escenarios serían tratar con trastuzumab un falso positivo u omitir el tratamiento en 
un caso falso negativo (Piccart-Gebhart, 2005). 
 
 El trastuzumab combinado con la quimioterapia ha demostrado un aumento 
en la supervivencia de las pacientes, independientemente del estado de afectación 
ganglionar. Inicialmente se administró a pacientes con cáncer de mama en estadío 
avanzado, cuyos tumores sobreexpresaban HER2, con respuestas clínicas 
significativas (Vogel y cols., 2002; Cobleigh y cols., 1999; Slamon y cols., 2001). El 
trastuzumab fue aprobado por la FDA en 1998 y por la agencia europea del 
medicamento (EMEA) en 2000 para el uso en casos de carcinoma metastásico. 
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Actualmente, después del 2006 (aprobación EMEA) también se administra a 
pacientes con tumores en estadíos precoces en monoterapia, a pacientes en que 
fracasa la quimioterapia y como primera línea asociado con quimioterapia. Todos los 
estudios clínicos con trastuzumab en monoterapia o combinado con quimioterapia, 
demuestran que el estado de HER2 es un predictor de respuesta al tratamiento 
(Hofmann y cols., 2008a). Por tanto, siguiendo las recomendaciones actuales, debe 
valorarse el estado de HER2 en todos los nuevos casos diagnosticados de 
carcinoma de mama invasivo (Zarbo y Hammond, 2003; Phillips y cols., 2009; Wolff 
y cols., 2013). Hay algunos ensayos clínicos (NSABP B31 y NCCTG N9831) que 
sugieren que algunas pacientes pueden beneficiarse del tratamiento con 
trastuzumab aunque tengan tumores HER2 negativos, postulándose que estas 
pacientes pueden tener células tumorales circulantes HER2 positivas (Allison, 2010). 
 
La respuesta al trastuzumab va a depender de la sobreexpresión del receptor, 
y en último término de la amplificación del gen HER2. Por tanto, la valoración 
adecuada del estado de HER2, es crucial para la selección de las pacientes con 
carcinoma infiltrante de mama que sean susceptibles de tratamiento con 
trastuzumab. La sobreexpresión de HER2 también puede predecir una probable 
resistencia a tratamientos de quimioterapia convencionales (Andrulis y cols., 1998) y 
una mayor sensibilidad a tratamiento con antraciclinas (doxorrubicina) o taxanos 
(paclitaxel o docetaxel) (Burstein y cols., 2003).  
 
Las antraciclinas son inhibidores de topoisomerasa 2 alfa (TOP2A). Algunos 
casos HER2 positivos muestran coamplificación de TOP2A, con una incidencia que 
varía según los trabajos consultados entre un 33 y un 60% (Hicks y cols., 2005; 
Press y cols., 2011). Aunque la amplificación de HER2 se consideró predictiva de 
respuesta a las antraciclinas, el tamaño de la amplificación es variable y contiene 
otros genes ocasionales (más de 30 genes pueden tener número de copias 
alterados) incluyendo la TOP2A, que es realmente el gen diana para las antraciclinas. 
Por tanto, es posible que este gen, y no el HER2, sea el enlace entre la respuesta a 
las antraciclinas en las pacientes HER2 positivas (véase más adelante). 
 
Los taxanos inducen la apoptosis del tumor a través de la detención del ciclo 
celular en la fase G2/M, que es independiente de la función de p53. Con ello se 
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consigue una respuesta en el 30-40% de las pacientes. Esto ha propiciado nuevos 
estudios. Por ejemplo, en casos resistentes al paclitaxel, el empleo de 
nanopartículas de paclitaxel en una cápsula de polímeros induce la detención del 
ciclo celular en la fase G2/M, después de 24 a 48 horas de incubación en líneas 
celulares de cáncer de mama (Zahr y Pishko, 2007). Hay también publicaciones 
señalando que algunas plantas como la Physalis angulata (empleada en 
herboristerías para tratar la diabetes, hepatitis, asma y malaria en Taiwán) inhiben la 
proliferación celular y produce apoptosis por detención del ciclo celular en la fase 
G2/M en líneas celulares de cáncer de mama (Hsieh y cols., 2006). 
 
Diversos estudios demostraron que cuando el trastuzumab se asocia a 
quimioterapia, doxorrubicina y ciclofosfamida (AC) o paclitaxel se consigue una 
mayor tasa de respuesta, más tiempo sin recidivas y una mayor supervivencia 
(Burstein y cols., 2003). También hay trabajos de tratamiento en enfermedad 
metastásica durante el embarazo con resolución casi completa de la enfermedad y 
parto de niño sano (Fanale y cols., 2005).  
 
Los efectos tóxicos relacionados con el trastuzumab son reacciones leves-
moderadas (escalofríos, astenia, fiebre, dolor y náuseas) durante las primeras 
infusiones, pero el efecto adverso más importante es la disfunción cardíaca cuando 
se asocia a antraciclinas, que es reversible con el cese del tratamiento (Cobleigh y 
cols., 1999; Hayes y Thor., 2002). Aproximadamente el 5-15% de las pacientes 
desarrollan disfunción cardíaca, y entre el 1-4% incluso síntomas de fallo congestivo 
cardíaco (Wolff y cols., 2007). Esta elevada toxicidad se debe a que el HER2 se 
manifiesta en el tejido cardíaco y la doxorrubicina es conocida como agente 
cardiotóxico, por ello se recomiendan seguimientos a largo plazo de la función 
cardíaca en supervivientes de cáncer de mama, particularmente las que hayan sido 
tratadas con radioterapia y antraciclinas (Bird y Swain, 2008). 
 
 
I.7.4. HER2 Y NUEVOS FÁRMACOS 
El Lapatinib (Tykerb®) (GlaxoSmithKline, London, United Kingdom) es una pequeña 
molécula inhibidora de la actividad tirosina-quinasa de HER1 (EGFR) y HER2 (Xia y 
cols., 2002; Sauter y cols., 2009). Su uso fue aprobado por la FDA en 2007. Al 
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contrario que el trastuzumab, el pequeño tamaño de esta molécula permite que 
atraviese la barrera hematoencefálica, siendo por tanto efectiva en el tratamiento de 
metástasis cerebrales. Otra ventaja importante es que el Lapatinib se administra por 
vía oral (aunque actualmente el trastuzumab puede administrarse también por vía 
subcutánea). 
 
 Pertuzumab (2C4, Omnitarg) es un inhibidor de la dimerización de HER2 con 
otros miembros de la familia, tales como HER1 o HER3 (Adams y cols., 2006). Se ha 
ensayado la combinación de trastuzumab con pertuzumab en pacientes que habían 
progresado tras tratamiento con el primero, observándose una reducción de más del 
50% de la masa tumoral (Allison, 2010). 
 
 También se está ensayando una droga que conjuga trastuzumab con el 
antimitótico DM1 (agente despolimerizante de microtúbulos) que deriva de 
maytansine, daunorrubicina (Phillips y cols., 2008). Se ha obtenido una disminución 
del tamaño tumoral incluso en pacientes con cáncer avanzado que ya habían sido 
tratadas con una media de siete drogas diferentes (Allison, 2010). 
 
 
I.7.5. HER2 Y OTROS TUMORES 
Se ha detectado sobreexpresión/amplificación de HER2 en tumores de otros 
órganos: 
• Carcinomas gástricos, fundamentalmente los de tipo intestinal (Park y cols., 
2006; Inui y cols., 2006; Hofmann y cols., 2008b) 
• Colon (Bast y cols., 2001) 
• Ovario (Serrano-Olvera y cols., 2006; Slamon y cols., 1989) 
• Páncreas (Tsiambas y cols., 2006) 
• Vejiga urinaria, que comparado con el cáncer de mama, presenta una mayor 
incidencia de aneusomía, por lo que es muy importante la determinación del 
cromosoma 17 (Hauser-Kronberger y cols., 2006) 
• Endometrio (Peiró y cols., 2004) 
• Pulmón: carcinoma de tipo no microcítico (Heinmöller y cols., 2003) 
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I.7.6. MÉTODOS DE DETECCIÓN DE HER2 
Se ha discutido mucho en la bibliografía respecto al método más apropiado para la 
detección del HER2 (Lacroix-Triki y cols., 2006; Dietel y cols., 2007; Wolff y cols., 
2007). La FDA ha aprobado tres tipos de técnicas para determinar el estado del 
HER2: inmunohistoquímica, hibridación in situ fluorescente (FISH) y más 
recientemente la hibridación in situ cromogénica (CISH) (Phillips y cols., 2009). 
 
En informes de consenso y guías se concluye que cualquier método para la 
valoración de HER2 es válido, siempre que la tecnología esté completamente 
estandarizada, validada y apoyada por un programa de control de calidad externo 
(Palacios y cols., 2009). 
 
I.7.6.a. Inmunohistoquímica 
Entre los métodos para la valoración del HER2, la inmunohistoquímica (IHQ) 
constituye la técnica más empleada, determinando la sobreexpresión de la proteína 
receptora en tejidos fijados en formol e incluidos en parafina. Para ello se han 
empleado: 
• Distintos anticuerpos monoclonales o policlonales, a diluciones optimizadas 
por cada laboratorio. 
• Diferentes métodos de recuperación antigénica (microondas, olla a presión, 
baño termostático, PT-Link, etc.), con distintos tiempos y temperaturas. 
• Diversos sistemas de detección (ABC, LSAB, polímeros de dextrano, etc.). 
 
 Todas estas variables hacen difícil que los resultados de los laboratorios sean 
equiparables, y esto suele ser una fuente potencial de confusión entre los clínicos. 
Para evitar el problema de las variables mencionadas, se ha estandarizado la 
técnica de inmunohistoquímica mediante la introducción de los kits: HercepTest 
(Dako-Agilent, Glostrup, Dinamarca), Pathway anti-HER2/neu (Ventana Medical 
Systems, Tucson, Arizona), In Site HER-2/neu (Biogenex, San Ramon, California) y 
Bond Oracle (Leica Biosystems, Wetzbr, Alemania), sistemas aprobados por la FDA 
para la selección de pacientes para tratamiento con trastuzumab. La concordancia 
entre estos métodos y el empleo de otros anticuerpos comercializados es aceptable, 
pero se recomienda encarecidamente el uso de sistemas aprobados por la FDA sin 
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modificación alguna del protocolo aprobado por el laboratorio fabricante (Wolff y cols., 
2007, 2013). 
 
 En la Guía de Recomendaciones del Colegio Americano de Patólogos y la 
Sociedad de Oncología Clínica (Wolf y cols., 2007) la sobreexpresión proteica del 
HER2 se definía como: 
• 3+ (POSITIVO), cuando se tiñe de manera intensa la totalidad de la 
membrana celular en más del 30% de las células neoplásicas. 
• 2+ (BORDERLINE, EQUÍVOCO O INDETERMINADO) con tinción de toda la 
membrana celular de forma débil o moderada en más del 10% de las células. 
• 1+ (NEGATIVO) se tiñe de forma débil e incompleta la membrana, en más del 
10%, de las células neoplásicas. 
• 0 (NEGATIVO) es cuando no se observa tinción de membrana o se tiñen 
menos del 10% de las células neoplásicas. 
 
En la nueva Guía de HER2 recientemente publicada (Wolff y cols., 2013) la 
puntuación queda como sigue: 
• 3+ (POSITIVO): Se tiñe de manera intensa la totalidad de la membrana 
celular en >10% de las células neoplásicas. 
• 2+ (EQUÍVOCO): Tinción de membrana completa o incompleta y de 
intensidad débil o moderada en >10% de las células. También se clasifican 
como 2+ aquellos casos en que se observa positividad intensa y completa en 
10% de las células. En estos casos se recomienda realización de técnicas 
de hibridación in situ (HIS) en la misma muestra o determinación mediante 
IHQ o HIS en una nueva muestra si se dispone de la misma. 
• 1+ (NEGATIVO): Se tiñen las membranas de forma incompleta y apenas 
perceptible en >10% de las células neoplásicas. 
• 0 (NEGATIVO): Cuando no se observa tinción de membrana o se tiñen las 
membranas de forma incompleta y apenas perceptible en 10% de las células 
neoplásicas. 
• INDETERMINADO: Aquel caso que por razones técnicas no puede ser 
diagnosticado como positivo, negativo o equívoco. 
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Como ya dijimos, se ha afirmado que aproximadamente el 20% de las 
pruebas realizadas en los laboratorios tienen resultados incorrectos cuando son 
repetidas en el laboratorio central de referencia (Phillips y cols., 2009). Para una 
correcta evaluación de la IHQ, es muy importante valorar los controles celulares 
externos (positivos y negativo) incluidos en los kits estandarizados, así como buscar 
controles en la propia preparación. Técnicas IHQ o diluciones del anticuerpo 
inadecuadas, pueden inducir tinción de membrana en epitelio normal, lo que 
conlleva a clasificar un tumor de positivo cuando no tiene sobreexpresión ni 
amplificación (Ross y cols., 2007). También resultados inesperados para 
determinados tipos de tumor (p.ej., ductal de grado 1, tubular o lobulillar clásico, que 
normalmente son negativos) pueden alertar sobre la fiabilidad de la determinación. 
 
Empleando técnicas de inmunohistoquímica estandarizadas, la 
reproducibilidad interobservadores es muy buena en los casos 0 y 3+, pero no en los 
casos 1+ y 2+, siendo la clase 1+ la menos reproducible (Italian Network for Quality 
Assurance of Tumor Biomarkers -INQAT Group, 2005), con discordancias notables 
también en la clase 2+. Por ello, aparte de la realización de HIS en todos los casos 
2+, se aconseja también dicha realización ante cualquier duda diagnóstica entre 1+ y 
2+ o entre 2+ y 3+ (Palacios y cols., 2009). 
 
Ventajas de la IHQ 
1. Técnica universal disponible en todos los laboratorios de anatomía patológica. 
2. Sencilla y rápida. 
3. Bajo coste. 
4. Posibilidad de estandarización mediante el empleo de kits. 
5. No necesita instrumental especial, ya que se emplea un microscopio 
convencional. 
6. La observación en microscopio de campo claro permite distinguir bien el 
componente infiltrante del componente in situ del tumor, e identificar áreas 
locales de sobreexpresión (heterogeneidad). 
7. Test permanente que permite su archivo. 
8. Requiere poco tejido tumoral. 
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Inconvenientes de la IHQ 
1. Potencialmente afectada por la fijación de la muestra. Se ha propuesto que el 
tiempo de fijación óptimo para la determinación IHQ de HER2, está 
comprendido entre 6 y 12 horas (Zarbo y Hammond, 2003) y no más de 48 
horas. El tiempo de fijación altera la expresión de la proteína antigénica; en la 
guía de 2007 se decía que una fijación prolongada de más de 48 horas podría 
producir falsos negativos (Wolff y cols., 2007), pero en la guía actual se 
admite una fijación comprendida entre 6 y 72 horas (Wolff y cols., 2013). 
2. Susceptible de múltiples variantes metodológicas. Hay muchos trabajos 
comparando la eficacia de diferentes anticuerpos monoclonales o policlonales 
(Arnould y cols., 2003; Sapino y cols., 2003; Artufel y cols., 2005). 
3. La estandarización mediante kits aprobados incrementa el coste, aunque aun 
así sigue siendo menor que el de la hibridación in situ. 
4. Interpretación subjetiva, aun a pesar del empleo de criterios de evaluación 
consensuados. El análisis de imagen evita este problema y en la guía actual 
se recomienda su empleo para mejorar la correlación entre patólogos. 
5. Carencia de control interno positivo: posibilidad de falsos negativos. Hasta el 
6% de casos negativos, 0 o 1+, amplifican con FISH (Ellis y cols., 2005). 
6. Puede aparecer inmunorreactividad inespecífica: posibilidad de falsos 
positivos. Hasta el 10% de casos 3+ no muestran amplificación por FISH (Ellis 
y cols., 2005). 
 
I.7.6.b. Hibridación in situ de fluorescencia 
El método de hibridación in situ de fluorescencia (FISH) trata de determinar la 
amplificación del gen HER2 mediante el empleo de sondas marcadas con 
fluorocromos. Se considera el mejor método para determinar la amplificación del gen 
(Gupta y cols., 2003). Puede emplearse una única sonda que marca el gen HER2, 
como en el caso INFORM HER2 Gene Detection System (Ventana Medical Systems) 
(aprobado por la FDA, pero solo para uso como factor pronóstico), o bien dos 
sondas, como en el caso de PathVysionHER2 DNA Probe kit (Vysis, Downers Grove, 
Illinois) o HER2 FISH pharmDx kit (Dako-Agilent) (ambos aprobados por la FDA para 
la selección de pacientes para tratamiento con trastuzumab). 
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Una sonda localiza el gen HER2, marcada en naranja (Vysis) o rojo (Dako-
Agilent) mediante SpectrumOrange o Texas red, y la otra el centrómero 17, marcado 
en verde mediante SpectrumGreen (Vysis) o fluoresceína (Dako-Agilent). El empleo 
de dos sondas simultáneamente permite analizar la relación entre el HER2 y el 
centrómero 17 y, por tanto, detectar tanto la amplificación del gen HER2 como las 
aneusomías del cromosoma 17. Para marcar los núcleos se emplea DAPI (4'6-
diamidina-2-fenilindol) que proporciona una fluorescencia azul. 
 
 Se recomienda examinar entre 20 y 60 células, a ser posible, en dos campos 
tumorales distintos. En la mayoría de los casos cuando hay amplificación clara basta 
con estudiar 20 células. Según la aprobación de la FDA se considera genotipo 
amplificado cuando la relación HER2/centrómero del cromosoma 17 es >2 (Pauletti y 
cols., 2000). 
 
En las guías ASCO/CAP y de la SEAP (Wolff y cols., 2007; Palacios y cols., 2009) 
se establecen tres categorías: 
1. NO AMPLIFICADO: Relación HER2/CEN17: <1,8 
2. AMPLIFICADO: Relación HER2/CEN17: >2,2 
3. EQUÍVOCO o BORDERLINE: Relación HER2/CEN17: 1,8-2,2. En este caso 
se cuantificarán 20-60 núcleos más. Si la relación resultante es <1,8 se 
informará como: No amplificado; si es 1,8 o 1,9: Borderline no amplificado; si 
está comprendida entre 2 y 2,2: Borderline amplificado (Palacios y cols., 
2009). 
 
En la guía de HER2 recientemente publicada (Wolff y cols., 2013) se simplifica 
el umbral de la ratio HER2/CEN17 fijándolo en 2,0, pero se tiene en cuenta además 
el número de señales de HER2/célula. La clasificación queda como sigue: 
1. NEGATIVO: Ratio <2 y HER2/célula <4,0 
2. EQUÍVOCO: Ratio <2 y HER2/célula 4,0 y <6. En este caso es necesario 
repetir la determinación en la misma muestra, bien sea por IHQ (si se hizo 
FISH de entrada) o empleando una sonda alternativa para cromosoma 17, o 
bien empleando una nueva muestra si se dispone de la misma (p.ej., pieza 
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quirúrgica). Si tras estas repeticiones el resultado siguiese siendo equívoco, el 
oncólogo/a podría considerar la prescripción de tratamiento anti-HER2. 
3. POSITIVO: 
a) Ratio <2 y HER2/célula 6  
b) Ratio 2 y HER2/célula 4 (en casos excepcionales: ratio 2 y 
HER2/célula <4 siempre que CEN17/célula <2). 
 
Excepcionalmente se publicaron casos (1-2%) que mostraron amplificación 
génica en ausencia de sobreexpresión proteica (Jacobs y cols., 1999; Hoang y cols., 
2000). En estos casos, los distintos efectos de fijación sobre las técnicas de IHQ y 
FISH podrían explicar las discrepancias. Por otra parte, aunque se ha obtenido un 
100% de amplificación por FISH en los casos 3+ (Lebeau y cols., 2001), también se 
han publicado casos 3+ (2,7%-10%) que no muestran amplificación (Ellis y cols., 
2005; Lal y cols., 2004; Tubbs y cols., 2001; Varshney y cols., 2004), siendo 
frecuente en los mismos la polisomía 17, que podría explicar la sobreexpresión (Lal 
y cols., 2003; Varshney y cols., 2004; Yaziji y Gown, 2004; Ma y cols., 2005, Gong y 
cols., 2009b). Ante estas discrepancias, en los centros en que se utilicen técnicas de 
hibridación solo para gen HER2, y en los casos con 2-7 copias del gen, se 
recomienda realizar también prueba para cromosoma 17 (Bartlett y cols., 2008a). 
 
Algunos autores recomiendan considerar el empleo sistemático de FISH en 
todos los casos con sobreexpresión proteica, antes de empezar el tratamiento con 
trastuzumab, ya que el coste adicional de hacer el FISH es muy inferior al coste de 
un solo tratamiento innecesario (Artufel y cols., 2005). Por otra parte, otros autores 
consideran que no está justificado efectuar FISH en todos los casos, solo en los 
indeterminados, ya que únicamente raros casos (1-2%) sin sobreexpresión proteica 
muestran amplificación del gen (Hoang y cols., 2000). 
 
Existen estudios que utilizan de manera simultánea la inmunofluorescencia y 
la hibridación in situ fluorescente. Con este método se puede valorar la amplificación 
génica, polisomía, aneuploidia y la proteína en la misma célula (Lottner y cols., 2005). 
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En algunos casos hay heterogeneidad en la amplificación de HER2 por 
diversidad subclonal dentro del tumor. La incidencia en la literatura varía entre el 5 y 
el 30%. Existe heterogeneidad cuando más del 5% pero menos del 50% de las 
células infiltrantes muestran >6 señales de HER2 o una relación HER2/CEN17 >2,0. 
La existencia de heterogeneidad debe consignarse en el informe haciendo mención 
del porcentaje de células que muestran amplificación y si esas células están aisladas 
o agrupadas (Vance y cols., 2009; Wolff y cols., 2013). 
 
La técnica de FISH se considera actualmente el mejor método, el patrón de 
oro para la determinación del estado de HER2, pero esta técnica también tiene una 
zona gris, que está representada por los casos de baja amplificación, en los que se 
observa una variabilidad significativa de los resultados entre laboratorios (Persons y 
cols., 2006). 
 
Ventajas del FISH 
1. Técnica poco afectada por diferencias de fijación de las muestras, Se ha 
recomendado una fijación 4-12 horas (Hicks y Tubbs, 2005) o de 8-32 horas 
(Selvajaran y cols., 2002), aunque solo un periodo de fijación superior a una 
semana parece comprometer los resultados de FISH (Selvajaran y cols., 
2002). Los requerimientos de la digestión enzimática se ven afectados por el 
tiempo de fijación (Wolf y cols., 2007) y por tanto han de ajustarse en caso de 
ausencia de señales (incrementar la digestión) o de degradación de los 
núcleos (disminuir la digestión). 
2. Relativamente sencilla y de fácil estandarización. 
3. Interpretación de los resultados objetiva (cuantificación de señales). 
4. Control interno en las células normales y tumorales (evita la posibilidad de 
falsos negativos). 
 
Inconvenientes del FISH 
1. No se emplea como técnica de rutina en los laboratorios de anatomía 
patológica. 
2. Hasta ahora era una técnica más larga que la inmunohistoquímica (necesidad 
de hibridación durante la noche), pero en la actualidad existe un método 
I. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 
104 
(IQFISH) que permite realizar todo el proceso en 3 horas y media (Franchet y 
cols., 2014). 
3. Coste más alto que la inmunohistoquímica. 
4. Requiere instrumental especial: microscopio de fluorescencia con lámpara de 
mercurio de 100 W, filtro doble (para SpectrumOrange/SpectrumGreen o 
Texas red/fluoresceína) y filtro especial para DAPI. 
5. Observación en campo oscuro, que puede dificultar la distinción entre el 
componente infiltrante y el componente in situ del tumor. 
6. Requiere trabajar en cuarto oscuro y con aumento de inmersión de 100x, lo 
cual, unido a la necesidad de cuantificación, resulta fatigoso. 
7. Las preparaciones no pueden archivarse por periodos largos, ya que la 
fluorescencia se pierde paulatinamente, aunque se mantiene durante varios 
años si se almacenan en congelador a -20ºC. 
8. Posibles pequeñas diferencias interobservadores, que sin embargo pueden 
tener importancia en casos bordeline, recomendándose en estos casos la 
valoración por dos personas (Palacios y cols., 2009). 
 
I.7.6.c. Hibridación in situ cromogénica (CISH) 
La técnica de hibridación in situ cromogénica (CISH), es descrita por primera vez por 
Dhingra en 1992, aunque la mayoría de la bibliografía hace referencia a Tanner en el 
año 2000. En un principio se emplearon sondas marcadas con digoxigenina, que se 
detectaban mediante un anticuerpo monoclonal anti-digoxigenina, seguido por un 
anticuerpo anti-ratón marcado con peroxidasa y revelado con DAB (SPoT-Light 
HER2 CISH, Zymed, San Francisco, California). En el CISH se utilizaba una sonda 
única, que permite detectar el gen HER2 en microscopio de campo claro. Para 
diferenciar baja amplificación de polisomía, se empleaba otra sonda para detectar el 
centrómero del cromosoma 17 en un corte seriado.  
 
 Las preparaciones se visualizan en un microscopio óptico a 40, 60 o 100 
aumentos. Se valoran las señales nucleares en 20 núcleos individualizadas que se 
localizan en cada una de las copias del gen HER2, o los agregados de señales 
intranucleares. En casos borderline se contarán 20 núcleos más. Deben identificarse 
como mínimo 1 señal en las células tumorales y 1-2 señales en las células no 
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tumorales con una morfología celular preservada por la digestión adecuada con 
pepsina. Se valorará el número de señales por núcleo en las células de carcinoma 
invasivo, evitando valorar los núcleos superpuestos o fragmentados. La presencia de 
áreas heterogéneas en un tumor (diferente morfología y grado histológico) 
aconsejaría la determinación de amplificación génica en las diferentes áreas. 
 
Los criterios de evaluación establecidos por Tanner y colaboradores (2000) 
son los siguientes: 
1. NO AMPLIFICADO: 1-5 señales HER2/núcleo en 50% de las células 
tumorales. 
2. BAJA AMPLIFICACION: 6-10 señales/núcleo o pequeños agregados de 
señales en 50% de células tumorales. 
3. AMPLIFICADO: >10 señales/núcleo o agregados de señales en > 50% 
células tumorales. 
 
Los criterios de evaluación establecidos por la SEAP (Palacios y cols., 2009) 
son los siguientes: 
1. NO AMPLIFICADO: 1-5 señales/ núcleo. 
2. BAJA AMPLIFICACION/POLISOMÍA: 6-10 señales HER2/núcleo, o agregados 
discretos de señales en >50% de las células tumorales. Se practicará 
determinación con sonda CEN17 y se considerará amplificado si el promedio 
de señales CEN17/núcleo es <3 (disomía) y no amplificado-polisomía si es 3. 
3. AMPLIFICADO: >10 señales o agregados gruesos de señales > del 50% de 
las células tumorales. 
 
 La mayoría de los tumores pueden clasificarse como amplificados o no 
amplificados con una única prueba (CISH sonda HER2). Existe una pequeña 
proporción de tumores (aproximadamente 13% de casos clasificados 2+) que 
presentan entre 6-10 señales por núcleo. La aneuploidía del cromosoma 17 es 
frecuente en cáncer de mama, por lo que para considerar amplificación génica 
mediante CISH se ha establecido la cifra de más de 6 copias por célula, ya que la 
mayoría de casos con polisomía del cromosoma 17, presentan entre 3-5 señales por 
núcleo (Gupta y cols., 2003; Isola y cols., 2004). La aneusomía del cromosoma 17 
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no es un factor que condicione un incremento en la expresión del receptor de 
membrana (Wang y cols., 2002b) y tampoco se han observado diferencias en la 
supervivencia de pacientes con incrementos bajos de señales (3-5 señales/núcleo), 
y las que tienen un número normal de copias génicas por CISH. 
 
Estas técnicas representan una alternativa al FISH práctica, efectiva y fiable 
(Wixom y cols., 2004; Ross y cols., 2007), que ha sido aprobada por la EMEA y la 
FDA (Phillips y cols., 2009). Los kits aprobados son: Spot-Light (Life Technologies, 
Carlsbad, CA), Inform HER2 dual ISH (Ventana Medical Systems) y HER2CISH 
pharmDx (Dako-Agilent). Los criterios de evaluación a seguir son los definidos por la 
guía ASCO/CAP para HIS (FISH e HIS cromogénica) (Wolff y cols., 2013). 
 
La concordancia entre CISH e IHQ es muy buena (Madrid y Lo, 2004; Hauser-
Kronberger y Dandachi, 2004; Kounelis y cols., 2005). Las pocas discrepancias se 
dieron en casos 1+ con baja amplificación (Wixom y cols., 2004). 
 
Actualmente se suelen emplear técnicas duales que permiten detectar el gen 
y el centrómero en la misma preparación (Laasko y cols.,2006). 
 
Ventajas del CISH 
1. Empleo de microscopio convencional. 
2. La mayoría de los patólogos están familiarizados con la tinción de 
inmunohistoquímica basada en peroxidasa (Park y cols., 2003a). 
3. Observación rápida y cómoda al emplearse microscopio de campo claro, y 
objetivo de 40 aumentos (Zhao y cols., 2002) 
4. La observación en campo claro permite la valoración simultánea de la 
morfología del tejido, de la misma forma que la inmunohistoquímica. Así, se 
puede diferenciar con facilidad el componente tumoral del no tumoral, y el 
componente in situ del invasivo, ya que en este último es donde debe ser 
valorada la alteración del gen HER2 (Zhao y cols., 2002; Pedersen y cols., 
2009). 
5. Valoración sencilla de la posible heterogeneidad en la amplificación (Dhingra y 
cols., 1992). 
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6. Cuantificación simple y más rápida que el FISH con una reducción de hasta el 
28% del tiempo comparando con el protocolo de FISH (García-Caballero y 
cols., 2010). 
7. En la técnica de doble color, visualizar el gen HER2 y el cromosoma 17 en el 
núcleo de la misma célula como en el FISH, de particular importancia en 
casos de polisomía del cromosoma 17 (Pedersen y cols., 2009; García-
Caballero y cols., 2010; Bai y cols., 2010). 
8. Utilizar como control interno linfocitos y fibroblastos (Nitta y cols., 2008). 
9. Test permanente que permite su archivo y reevaluación posterior (Pedersen y 
cols., 2009; García-Caballero y cols., 2010). 
10. La técnica de CISH es más económica que la de FISH, siendo el coste en 
tiempo de personal técnico solo ligeramente superior en el CISH (Sáez y cols., 
2006), pues la segunda parte de la técnica está automatizada. 
11. Concordancia con el FISH entre el 98.6% y el 100% (Pedersen y cols., 2009; 
García-Caballero y cols., 2010; Kato y cols., 2010) Se requiere una 
concordancia entre las dos técnicas de al menos 95% (Palacios y cols., 2009; 
Penault- Llorca y cols., 2009; Kato y cols., 2010). 
12. Alta concordancia interobservadores (Gong y cols., 2005). 
13. Método aprobado por la FDA (Phillips y cols., 2009). 
 
Inconvenientes del CISH 
1. Las diferencias de fijación de las muestras pueden originar sobredigestión, 
con núcleos “fantasma” y ausencia de señales; en este caso debe reducirse el 
tiempo de digestión enzimática. Es menos frecuente que los núcleos se 
contratiñan intensamente, no llegando a observarse las señales; en este caso 
debe incrementarse el tiempo de digestión. 
2. En casos de alta amplificación de HER2 la superposición de las señales en el 
núcleo puede infravalorar el número de señales comparando con el FISH, 
pero aunque esta diferencia es estadísticamente relevante no se altera la 
relación HER2/CEN17 (García-Caballero y cols., 2010). En casos 
amplificados las copias del gen HER2 forman unos grupos de formas 
irregulares, que son fácilmente distinguibles como amplificados (Kato y cols., 
2010). 
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3. Empleo de sondas FISH en vez de sondas específicas para CISH, lo que 
alarga y encarece la técnica al precisar el empleo de dos kits diferentes. 
4. La falta de automatización completa del proceso. 
5. Casos de discordancia CISH/FISH en casos de baja amplificación génica (van 
de Vijver y cols., 2007),  en casos de deleción génica (Lambros y cols., 2007), 
o por polisomía o heterogeneidad tumoral (Mayr y cols., 2009). 
 
I.7.6.d. Hibridación in situ con amplificación argéntica 
Técnica de hibridación in situ de metalografía enzimática con amplificación argéntica 
(Silver In Situ Hybridization o SISH), que se puede combinar con 
inmunohistoquímica para la observación simultánea de la expresión proteica del 
receptor del estado del gen (Downs-Kelly y cols., 2005; Dietel y cols., 2007). La 
técnica está automatizada y cumple los criterios de concordancia con el FISH, 
requeridos por la UK y ASCO/CAP (Papouchado y cols., 2010, Bartlett y cols., 2009). 
El criterio de amplificación se definió como 6 o más señales o grupos grandes de 
señales en al menos el 30% de las células tumorales (Downs-Kelly y cols., 2005). En 
la actualidad se suele emplear doble sonda y por tanto los criterios de evaluación a 
seguir son los ya definidos en CISH siguiendo la guía ASCO/CAP (Wolff y cols., 
2013). 
 
I.7.6.e. Otros métodos 
Se han empleado también otras técnicas para el estudio de HER2 como Southern o 
Spot blot, Northern blot, Western blot o ELISA (Inmunoensayo ligado a enzimas). En 
este último método se determina oncoproteína HER2 en sangre de pacientes con 
cáncer de mama, en aspirados de médula ósea, secreción de pezón u otros fluidos 
corporales y es la técnica que se utiliza para la detección precoz de células aisladas 
circulantes (detección precoz de micro metástasis). La técnica de ELISA se utiliza 
para medir la proteína HER2 en plasma/suero, aspirados de médula ósea para 
asegurar la progresión de la enfermedad y predecir respuesta a la quimioterapia. En 
la actualidad hay varios kits de ELISA para determinar HER2 en suero o plasma. Los 
diferentes kits de ELISA proporcionan varios rangos de niveles de HER2; también 
pueden usarse los kits en citosoles tisulares de tejidos frescos. Es un método fácil y 
permite la reevaluación del estado del HER2 en diferentes estadíos de progresión de 
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la enfermedad o también para valorar la eficacia del tratamiento (Lipton y cols., 2005; 
Quaranta y cols., 2006; Vadgama y cols., 2006; Colomer y cols., 2007). 
 
El estado del gen HER2 puede evaluarse también mediante: 
a) GOLDFISH: Técnica de hibridación in situ autometalográfica, con 
amplificación mediante oro (Tubbs y cols., 2002;). Otros métodos 
metalográficos visualizan la amplificación del gen y la expresión proteica al 
mismo tiempo (Downs-Kelly y cols., 2005; Powell y cols., 2007). 
b) PCR a tiempo real: Emplea la tecnología LightCycler y permite una precisa 
cuantificación de la amplificación génica con un pequeño volumen de ADN 
(Königshoff y cols., 2003), pero requiere microdisección con láser para una 
mayor exactitud (Merkelbach-Bruse y cols., 2003). Se considera una 
alternativa al FISH, ya que hay una gran concordancia con otros métodos: 
91% con IHQ y 92% con FISH. Puede utilizarse en biopsias por aguja, 
aspirados de médula ósea, sangre periférica o incluso secreción por pezón. 
La ventaja de este método es que se necesitan pocas células neoplásicas 
para la detección de HER2, permitiendo precisar la cuantificación del número 
de copias génicas en lesiones de pequeño tamaño y lesiones premalignas 
(Vadgama y cols., 2006). 
 
Las nuevas técnicas cromogénicas se han comparado también con el FISH, 
obteniéndose una buena correlación tanto con GOLDFISH (Tubbs y cols., 2002) 
como con SISH (Downs-Kelly y cols., 2005). Por último, se ha publicado también una 
buena concordancia entre PCR e IHQ (Erdogan y cols., 2003; Schlemmer y cols., 
2004) o PCR y FISH (Schlemmer y cols., 2004; Benöhr y cols., 2005), llegándose  en 
algunos trabajos a cifras de correlación del 100% (Erdogan y cols., 2003) 
 
Respecto a los métodos de estudio de ARNm (p. ej., empleando rtPCR) la 
guía ASCO/CAP de 2013 concluye que no hay suficiente evidencia para su empleo 
en la determinación del estado de HER2 (Wolff y cols., 2013).  En este sentido, el 
empleo de sondas dirigidas contra el ARNm del HER2 mediante la técnica de 
hibridación in situ (HistoSonda) es una metodología que, aunque informativa, 
estandarizable y reproducible, necesita de ensayos clínicos prospectivos para su 
validación clínica en la determinación del estado de HER2 (Bernet  y cols., 2012). 
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I.8. TOPOISOMERASA 2 ALFA 
La topoisomerasa 2 (TOP2) es una enzima nuclear, dependiente de ATP, que 
controla y altera la topología del ADN y es esencial para la viabilidad de todos los 
organismos celulares desde las bacterias unicelulares a la especie humana. Su 
función es controlar el grado de superenrollamientos del ADN modificando los 
estados topológicos de las cadenas de ADN durante la transcripción genética, 
replicación, recombinación y mitosis, combinando actividades nucleasa, helicasa y 
ligasa (Watt y Hickson, 1994; Wang, 2002a).  
 
Hay dos isoformas de TOP2 en las células de los mamíferos: TOP2alfa 
(TOP2A) de 170 kDa y TOP2beta (TOP2B) de 180 kDa, cuyos genes están 
localizados en 17q21-22 y 3p24, respectivamente. Aunque ambas enzimas muestran 
estructura similar, difieren en sus propiedades biológicas y farmacológicas, 
estabilidad térmica, localización celular, regulación del ciclo celular, y transformación 
oncogénica de las células (Watt y Hickson, 1994; Wang y cols., 1997). 
 
La expresión de TOP2A es baja en G1, se incrementa en fase S y es máxima 
en fase G2/M, por ello la asociación de esta isoforma con la replicación de ADN, 
mitosis y proliferación celular (Wang y cols., 1997). TOP2A cataliza la rotura 
transitoria de las dos hebras del ADN girándolas y sellándolas después, lo que 
permite que las hebras pasen una a través de la otra, alterando así la topología del 
ADN. La enzima está implicada en procesos celulares como la segregación y 
condensación de los nuevos pares de cromosomas en las células en división, y la 
liberación de tensión de la torsión durante la transcripción y replicación de ADN.  
 
Los niveles de la TOP2B son relativamente constantes a través del ciclo 
celular y su función es menos conocida. Se sabe que la deleción del gen TOP2B en 
ratones produce defectos en la formación de uniones neuromusculares, pero el 
mecanismo exacto de cómo afecta esta enzima a las uniones neuromusculares es 
aún objeto de estudio (Wang, 2002a). 
 
El conocimiento de la función de TOP2A en la oncogénesis, así como su 
implicación en la respuesta al tratamiento con antraciclinas, después de muchos 
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años de estudio, es aún controvertido. Las antraciclinas se encuentran entre las 
drogas antineoplásicas más potentes para el tratamiento del cáncer de mama. En un 
reciente metaanálisis del grupo colaborador de ensayos clínicos de carcinoma de 
mama precoz (EBCTCG) sobre tratamiento adyuvante basado en antraciclinas, se 
observa una reducción de la muerte anual por cáncer de mama en 12% en mujeres 
<45 años, 9% en mujeres de 45-54 años y 11% en mujeres de 55-69 años (Peto y 
cols., 2012). En el año 2011 el consenso de St. Gallen recomienda el uso de 
quimioterapia basada en antraciclinas en pacientes con carcinomas luminales B o 
triple negativos (Goldhirsch y cols., 2011). Sin embargo, el tratamiento con 
antraciclinas presenta una serie de efectos tóxicos, especialmente cardiotoxicidad 
(que puede llevar a insuficiencia cardíaca congestiva), pero también leucemia aguda 
y mielodisplasia. Para minimizar tales efectos es necesario identificar nuevas dianas 
terapéuticas que puedan ser usadas en tratamientos más personalizados (Glynn y 
cols., 2010; Press y cols., 2011) y limitar la administración de drogas con conocida 
toxicidad solo a las pacientes que se van a beneficiar más de las mismas.  
 
TOP2A es la diana molecular de las antraciclinas, que al unirse a la misma 
estabiliza las roturas de la doble cadena del ADN, impidiendo la restauración del 
ADN e induciendo apoptosis (Knoop y cols., 2005). Como dijimos, el gen TOP2A se 
localiza en 17q21-22, próximo al gen HER2. Desde hace años el valor predictivo de 
la determinación de TOP2A o HER2 en relación al tratamiento con antraciclinas del 
cáncer de mama es objeto de controversia (Pritchard y cols., 2008). 
 
Se postuló que la amplificación de TOP2A podría deberse a una alteración 
genética compleja y secundaria a la amplificación del gen HER2 (Coon y cols., 2002; 
Di Leo y cols., 2002; Bhargava y cols., 2005b; Lambros y cols., 2007; Press y cols., 
2011). Ya trabajos previos habían demostrado que la amplificación del gen HER2 es 
seguida por alteraciones genéticas complejas que pueden dar lugar a amplificación o 
deleción del gen TOP2A (Järvinen y cols., 1999). 
 
Sin embargo, otros autores afirman que ambas amplificaciones son 
fenómenos independientes y que es la coamplificación de HER2/TOP2A el marcador 
predictivo de respuesta a antraciclinas (Coon y cols., 2002; Tanner y cols., 2006; 
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Arriola y cols., 2007; Desmedt y cols., 2011; Press y cols., 2011; Slamon y cols., 
2011; Fountzilas y cols., 2012a, Wang y cols., 2012).  
 
Aproximadamente un 35% de los cánceres de mama con HER2 amplificado 
muestran coamplificación del gen TOP2A (Press y cols., 2011). El interés por el 
análisis del estado de TOP2A se incrementó recientemente tras la demostración de 
que la amplificación del gen TOP2A representa un factor pronóstico favorable en 
pacientes con cáncer de mama metastásico tratados con trastuzumab (Fountzilas y 
cols., 2012a), y que la coamplificación de HER2 y TOP2A es un factor pronóstico 
favorable para el aumento de tiempo libre de enfermedad en relación a tratamientos 
con antraciclinas, pero esta hipótesis tiene que ser corroborada en estudios 
posteriores (Fountzilas y cols., 2012b). 
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La medicina personalizada es definida por el Nacional Cancer Institute como la 
forma de medicina que usa información acerca de genes y proteínas para prevenir, 
diagnosticar y tratar enfermedades. Los biomarcadores son características 
evaluables de los tumores que sirven como indicadores de procesos patológicos y 
de repuesta al tratamiento. La integración de los biomarcadores en la medicina 
personalizada permite identificar pacientes que con mayor probabilidad obtendrán 
beneficio de un tratamiento específico y evitar tratamientos innecesarios en 
pacientes que no se beneficiarán. 
 
El desarrollo de las terapias personalizadas dirigidas contra dianas 
específicas ha revolucionado el tratamiento oncológico en los últimos quince años. 
Las terapias antiHER2, que incluyen trastuzumab (vía parenteral y próximamente 
subcutánea), lapatinib y pertuzumab, modificaron sustancialmente el pronóstico de 
las pacientes con cáncer de mama de subtipo biológico HER2, de muy mal 
pronóstico con anterioridad al desarrollo de dichas terapias. 
 
 Para el tratamiento antiHER2 resulta imprescindible una determinación fiable 
del estado de HER2 mediante IHQ, que en caso de resultado borderline debe 
confirmarse mediante hibridación in situ. Clásicamente la hibridación in situ se 
realiza mediante la técnica FISH (hibridación in situ fluorescente), pero esta técnica 
tiene inconvenientes como la necesidad de un microscopio especial de fluorescencia 
con lámpara de 100W (con el coste que ello implica), el empleo del campo oscuro, 
que dificulta la interpretación morfológica (principalmente si existe mezcla de 
componente intraductal e infiltrante y en casos de microinvasión) y la valoración 
mediante el objetivo de inmersión (con la incomodidad consiguiente). La hibridación 
in situ cromogénica de doble color elimina estos problemas al evaluarse empleando 
un microscopio óptico convencional que permite por tanto una evaluación 
morfológica adecuada. El poder evaluar las muestras en campo claro y con objetivos 
en seco y poder archivarlas en el archivo general y revisarlas pasado el tiempo sin 
pérdida de la señal constituyen ventajas importantes de esta técnica. La 
implantación de nuevas técnicas requiere la realización de estudios de correlación 
con las técnicas previamente empleadas para asegurarnos de la fiabilidad de las 
mismas. 
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El 1er OBJETIVO planteado fue correlacionar los resultados de la 
determinación del estado del gen HER2 mediante hibridación in situ fluorescente 
(FISH) e hibridación in situ cromogénica (DuoCISH). 
 
Las antraciclinas son inhibidores de la topoisomerasa 2 alfa (TOP2A). Aunque 
la amplificación del gen HER2 se consideró predictiva de respuesta a las 
antraciclinas, hoy sabemos que algunos casos HER2 positivos muestran 
coamplificación de TOP2A (con incidencia muy variable según los trabajos 
consultados) y parece probable que sea el gen TOP2A, no el HER2, el marcador 
predictivo de respuesta a las antraciclinas. El interés por el estudio del gen TOP2A 
se ha incrementado recientemente tras demostrarse que su amplificación representa 
un factor de pronóstico favorable en pacientes con cáncer de mama metastásico 
HER2 positivo tratadas con trastuzumab. 
 
El 2º OBJETIVO que nos propusimos, como continuación del primero, fue 
estudiar la concordancia entre el estado del gen TOP2A determinado mediante 
hibridación in situ fluorescente (FISH) e hibridación in situ cromogénica (DuoCISH) y 
analizar la relación entre amplificación de HER2 y de TOP2A. 
 
 Diversos autores consideran, sin embargo, que la proteína TOP2A (diana de 
las antraciclinas) es el factor predictivo principal de respuesta al tratamiento y que 
por tanto es necesario perfeccionar las herramientas de detección de dicha proteína. 
En base a esta idea, pusimos a punto la técnica IHQ para estudio de TOP2A. 
Pensamos que como factor relacionado con la proliferación celular podría haber una 
correlación entre los resultados obtenidos con TOP2A y Ki67, pero también podría 
ocurrir que ambos marcadores fuesen independientes. Si se confirmase esta 
segunda hipótesis, en futuras investigaciones se podría analizar si TOP2A aporta 
información adicional al Ki67 para mejorar la clasificación de los subtipos biológicos 
de cáncer de mama mediante el método IHQ4, ya que se sabe que un porcentaje 
alto de tumores luminales B definidos por medio de microarrays de expresión génica 
son erróneamente clasificados como luminales A empleando el método IHQ4. 
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 El 3er OBJETIVO que nos planteamos fue optimizar la técnica de detección 
IHQ de TOP2A y correlacionar la expresión de la proteína TOP2A con el índice de 
proliferación estudiado mediante Ki67 (clon MIB1). 
 
 Al contrario de lo que ocurre con HER2, para TOP2A no parece existir una 
correlación entre los niveles de proteína y el estado del gen. Esto puede explicarse 
por la existencia de señales reguladoras de la transcripción que pueden incrementar 
los niveles de proteína independientemente del gen. Sin embargo, algunos autores 
demostraron asociación entre sobreexpresión de la proteína y amplificación del gen. 
Un vez realizada la cuantificación de la proteína TOP2A nos intrigó confirmar si 
realmente existía o no una correlación con el estado del gen (amplificado o no 
amplificado).  
 
El 4º OBJETIVO propuesto fue estudiar la correlación entre la expresión de la 
proteína TOP2A determinada mediante inmunohistoquímica y la amplificación del 
gen TOP2A analizada mediante hibridación in situ cromogénica, por la posibilidad 
futura de realizar screenig de TOP2A con inmunohistoquímica como sucede con 
HER2. 
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III.1. PACIENTES Y MUESTRAS 
Para este estudio se seleccionaron 246 tumores correspondientes a 241 pacientes 
(todas mujeres), diagnosticadas de carcinoma infiltrante de mama en el Complexo 
Universitario de Santiago de Compostela (CHUS) y en el Complexo Hospitalario de 
Pontevedra (CHOP). La edad media de las pacientes fue de 60,2 años (rango 
comprendido entre 29 y 94 años). Tres casos presentaron multifocalidad y en dos 
casos había bilateralidad. La distribución en cuanto a tipo histológico y grado se 
recoge en la tabla siguiente: 
 
Tipo histológico Nº Casos Grado 
  1 2 3 
Carcinoma ductal infiltante (NOS) 220 33 106 81 
Carcinoma lobulillar infiltrante 17 2 13 2 
Carcinoma mucinoso 3 0 3 0 
Carcinoma ductolobulillar 1 1 0 0 
Carcinoma infiltrante con células en anillo de sello 1 0 1 0 
Carcinoma de tipo medular 1 0 0 1 
Carcinoma micropapilar infiltrante 1 0 1 0 
Carcinoma papilar infiltrante 1 0 1 0 
Carcinoma tubular infiltrante 1 1 0 0 
 
 
 Las muestras de casos recientes, tanto correspondientes a piezas quirúrgicas 
como a biopsias con aguja gruesa, se habían fijado en formol tamponado (6-72 
horas) e incluido en parafina de forma rutinaria. 
 
 
III.1.1. MUESTRAS PARA ANÁLISIS DE HER2 
El estudio se realizó sobre 106 tumores consecutivos correspondientes a 105 
pacientes con carcinomas infiltrantes de mama de los archivos de los Servicios de 
Anatomía Patológica del CHUS (50 casos correspondientes a los años 1998 y 1999) 
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y del CHOP (56 casos correspondientes a los años 2003 a 2005) (Tabla 1, apartado 
IV.1). De una misma paciente se seleccionaron dos muestras representativas al ser 
diagnosticada de carcinoma bilateral. La edad media de las pacientes fue de 57,9 
años, con un rango comprendido entre 30 y 85 años. La distribución en cuanto a tipo 
histológico y grado se recoge en la tabla siguiente: 
 
Tipo histológico Nº Casos Grado 
  1 2 3 
Carcinoma ductal infiltante (NOS) 101 23 50 28 
Carcinoma lobulillar infiltrante 5 1 4 0 
 
 
Por cada paciente se seleccionó una muestra representativa correspondiente 
a un bloque de parafina. A partir de los bloques histológicos de tumor infiltrante se 
confeccionaron 6 micromatrices tisulares (TMA) empleando un Tissue Microarrayer 
(Beecher Instruments, Silver Spring, MD, USA). De cada bloque histológico 
seleccionado se extrajeron 2 cilindros correspondientes a 2 áreas representativas de 
tumor, utilizándose una aguja de 1,5 mm de diámetro e incluyéndolos en la misma 
micromatriz. 
 
De cada micromatriz se realizaron cortes histológicos seriados de 4 ȝm de 
grosor, tiñéndose la primera sección con hematoxilina-eosina para comprobar la 
idoneidad de las muestras. El resto de secciones se utilizaron para las técnicas de 
determinación del estado del gen HER2 por hibridación in situ fluorescente (FISH) y 
cromogénica de doble color (DuoCISH). 
 
 
III.1.2. MUESTRAS PARA ANÁLISIS DE TOP2A MEDIANTE FISH Y DUOCISH 
Para el estudio de comparación del estado del gen TOP2A mediante FISH y 
DuoCISH se emplearon 70 casos de la muestra de HER2 (Tabla 5a, apartado IV.2) 
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(el análisis del resto de casos no fue posible debido a falta de material en las 
muestras de los TMA). Los 70 casos correspondían a 69 pacientes (uno de los casos 
presentaba bilateralidad). Al archivo del CHUS correspondía 44 casos, y al del CHOP, 
26 casos. La edad media de las pacientes fue de 55,1 años (rango comprendido 
entre 30 y 85 años). La distribución en cuanto a tipo histológico y grado se recoge en 
la tabla siguiente: 
 
Tipo histológico Nº Casos Grado 
  1 2 3 
Carcinoma ductal infiltante (NOS) 68 15 36 17 
Carcinoma lobulillar infiltrante 2 0 2 0 
 
 
Dado que en el estudio de correlación de las dos técnicas comprobamos que 
todos los casos que mostraban amplificación para TOP2A también la presentaban 
para HER2 (no había ningún caso con amplificación para TOP2A con HER2 no 
amplificado), nos pareció de interés estudiar una muestra mayor de casos HER2 
amplificados para analizar el porcentaje de coamplificación de TOP2A. Para ello 
seleccionamos del archivo del CHUS (años 2009-2011) 30 tumores consecutivos con 
resultado HER2 positivo, es decir Herceptest 3+ o 2+ amplificado (en los casos 3+ 
se comprobó mediante FISH que en todos ellos había amplificación) y se 
confeccionó un TMA con las mismas características que las descritas previamente 
(Tabla 5b, apartado IV.2). La edad media de las 30 pacientes fue de 63,4 años, con 
un rango comprendido entre 29 y 94 años. La distribución en cuanto a tipo 
histológico y grado se recoge en la tabla siguiente: 
 
Tipo histológico Nº casos Grado 
  1 2 3 
Carcinoma ductal infiltante (NOS) 28 0 11 17 
Carcinoma lobulillar infiltrante 2 0 2 0 
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III.1.3. MUESTRAS PARA EL ANÁLISIS COMPARATIVO TOP2A Y Ki67 
MEDIANTE INMUNOHISTOQUÍMICA 
La estandarización de la técnica de IHQ para determinación de TOP2A nos permitió 
intuir que podría existir una correlación entre los valores de TOP2A y de Ki67, que 
podría ser interesante para mejorar la discriminación entre los subtipos 
inmunohistoquímicos luminal A y B. Dado que, siguiendo las recomendaciones de 
ASCO-CAP para la cuantificación de Ki67, debe hacerse un muestreo de las 
diferentes áreas del tumor (Dowsett y cols., 2011) no nos pareció oportuno emplear 
TMA con este objetivo.  
Para este análisis comparativo se emplearon por tanto secciones completas de 
biopsias de aguja gruesa de 14G. Se estudiaron 110 tumores consecutivos del archivo 
del Servicio de Anatomía Patológica del CHUS (año 2012) (Tabla 9, apartado IV.3). 
Los tumores correspondían a 106 pacientes con edad media de 61,5 años, con un 
rango comprendido entre 33 y 89 años. Tres casos presentaron multifocalidad (dos 
tumores en cada caso) (Tabla 9; casos 42 y 43, casos 70 y 71, casos 83 y 84) y en un 
caso había bilateralidad (Tabla 9; casos 95 y 96). Los casos de carcinoma lobulillar 
infiltrante grado 3 eran de tipo pleomórfico (Tabla 9; casos 23 y 68). 
La distribución en cuanto a tipo histológico y grado se recoge en la tabla 
siguiente: 
Tipo histológico Nº casos Grado 
  1 2 3 
Carcinoma ductal infiltante (NOS) 91 10 45 36 
Carcinoma lobulillar infiltrante 10 1 7 2 
Carcinoma mucinoso 3 0 3 0 
Carcinoma ductolobulillar 1 1 0 0 
Carcinoma infiltrante con células en anillo de sello 1 0 1 0 
Carcinoma de tipo medular 1 0 0 1 
Carcinoma micropapilar infiltrante 1 0 1 0 
Carcinoma papilar infiltrante 1 0 1 0 
Carcinoma tubular infiltrante 1 1 0 0 
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III.1.4. MUESTRAS PARA EL ANÁLISIS COMPARATIVO DE TOP2A MEDIANTE 
INMUNOHISTOQUÍMICA Y DUOCISH 
Una vez cuantificada la expresión de TOP2A por IHQ en secciones completas (en 
los TMA no nos fue posible porque el anticuerpo anti-TOP2A requiere muy 
frecuentemente adaptar los parámetros técnicos a las características específicas de 
fijación de la muestra), nos quedaba analizar la correlación entre expresión proteica 
y génica de TOP2A. Por razones de economía de medios y tiempo, y una vez 
validada la determinación de TOP2A mediante DuoCISH, construimos 4 TMA con los 
110 casos referidos en el apartado III.1.3. Al realizar el análisis comprobamos que en 
7 de los 110 casos no quedaba material suficiente en el TMA para la valoración de 
TOP2A mediante DuoCISH, por lo que para analizar estos 7 casos recurrimos a 
secciones completas de las BAGs (Tabla 10, apartado IV.4). 
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III.2. INMUNOHISTOQUÍMICA 
III.2.1. Ki67 y TOP2A 
Se realizaron secciones de 4 μm que se montaron en portas pretratados FLEX IHC 
(Dako-Agilent, Glostrup, Denmark) y se secaron en una estufa a 60°C durante 4 h. 
Las secciones se desparafinaron, hidrataron e incubaron en solución de 
recuperación antigénica EnVision FLEX (pH bajo) en un PT-Link (Dako-Agilent) 
durante 20 min a 95°C. Posteriormente se atemperaron en el PT-Link a 65°C y se 
pasaron a tampón de lavado (Dako-Agilent) durante 5 min a temperatura ambiente.  
La técnica inmunohistoquímica se realizó de forma automática en un 
inmunoteñidor AutostainerLink 48 (Dako-Agilent). El protocolo de inmunotinción 
incluyó las siguientes etapas de incubación:  
1. Reactivo de bloqueo de peroxidasa (Dako-Agilent) durante 5 min. 
2. Anticuerpos monoclonales de ratón anti-Ki67 (clon MIB1, Dako-Agilent), 
prediluido e incubado durante 30 minutos, y anti-TOP2A (clon Ki-S1, Dako-
Agilent) al 1/50 e incubado durante 20 minutos. 
3. Envision FLEX + Mouse Linker (Dako-Agilent) para amplificar la señal del 
Ki67 (15 minutos) (solo para Ki67). 
4. Polímero de dextrano conjugado con peroxidasa de rábano e 
inmunoglobulinas de cabra anti-ratón y anti-conejo durante 20 min. 
5. Solución de trabajo de tetrahidrocloruro de 3,3’-diaminobenzidina con 
peróxido de hidrógeno (Dako-Agilent) durante 10 min. 
6. Contratinción con hematoxilina EnVision FLEX (Dako-Agilent) durante 15 min. 
Entre las distintas etapas se realizaron lavados con tampón (Dako-Agilent) y 
tras la última, las secciones se lavaron de nuevo en tampón durante 5 min, para 
posteriormente proceder a su deshidratación, aclaramiento y montaje. 
Los controles negativos de la técnica se llevaron a cabo sustituyendo el 
anticuerpo primario por tampón de dilución (Dako-Agilent). En todos los controles 
negativos no se obtuvo inmunotinción. Los cortes se observaron y fotografiaron en 
un microscopio Olympus BX51 (Olympus, Tokyo, Japón) equipado con una cámara 
digital DP70 (Olympus). 
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III.2.2. ANÁLISIS DE IMAGEN 
El cálculo de la proporción de núcleos positivos en las preparaciones 
inmunohistoquímicas de Ki67 y TOP2A se realizó mediante un analizador de imagen 
ChromaVision Systems - ACIS III (Dako-Agilent). Antes de realizar las 
cuantificaciones se revisó el umbral de positividad seleccionando la opción “plantilla” 
y, en caso necesario, se ajustó dicho umbral a las características de tinción de la 
muestra. La cuantificación se llevó a cabo seleccionando “a mano alzada” un mínimo 
de 5 campos da cada preparación elegidos al azar en la primera sección (Ki67) y 
procurando que los campos seleccionados en la segunda sección seriada (TOP2A) 
de cada caso fueran los mismos. 
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III.3. HIBRIDACIÓN IN SITU 
III.3.1. HIBRIDACIÓN IN SITU FLUORESCENTE (FISH) PARA HER2 
La técnica FISH fue realizada usando el kit HER2 FISH pharmDXTM (Dako-Agilent), 
que permite la determinación y visualización simultánea del gen HER2/neu y del 
centrómero del cromosoma 17. Dicha detección se realizó mediante el empleo de 
una mezcla de dos sondas: (1) una sonda HER2 (ADN) marcada con Texas Red 
(TR), y (2) una sonda CEN-17 (PNA, Peptide Nucleic Acid) marcada con 
isotiocianato de fluoresceína (FITC), específica para la región centromérica del 
cromosoma 17. 
 
 
La técnica fue realizada según las recomendaciones del fabricante, que se 
resumen a continuación: 
1. Desparafinado y deshidratación de las secciones histológicas. 
2. Pretratamientos, para permeabilizar el tejido y facilitar el acceso de la sonda a 
la secuencia diana: 
a) Solución de pretratamiento MES (2-[N-morpholino]ethanesulphonic 
acid), 10 minutos a 95-99ºC. 
b) Digestión enzimática con pepsina, 10 minutos a temperatura ambiente. 
Ocasionalmente fue necesario repetir la técnica en aquellos casos que 
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se observaba ausencia de señales o sobredigestión, ajustando el 
tiempo de incubación con pepsina (aumentándolo o disminuyéndolo en 
5 minutos, respectivamente). 
3. Deshidratación en alcoholes de gradación creciente (70%, 85% y 96%). 
4. Codesnaturalización de la mezcla de sondas y del ADN diana (5 minutos a 
82ºC). 
5. Hibridación de la mezcla de sondas con las secuencias diana (toda la noche a 
45ºC). 
6. Lavado de rigor en tampón citrato salino estándar (SSC) (10 minutos a 65ºC). 
7. Deshidratación y montaje con DAPI (4´,6-diamidina-2-fenilindol) para 
contraste de los núcleos. 
 
La valoración de las preparaciones hibridadas se realizó en un microscopio 
de fluorescencia (Olympus BX51, Tokio, Japón) equipado con un filtro para DAPI 
(núcleos) y un filtro doble para TR (HER2) / FITC (CEN-17), y una cámara digital 
DP70 (Olympus, Tokio, Japón). La cuantificación se llevó a cabo con objetivo de 
inmersión de 100x. 
 
Siguiendo el sistema de valoración del kit HER2 FISH pharmDxTM (aprobado 
por la FDA en 1998), se cuantificaron 20 núcleos y se consideró que existe 
amplificación del gen HER2, cuando el cociente entre el número de señales del gen 
HER2 y el número de señales del centrómero 17 (HER2/CEN-17) es 2. En caso de 
que la ratio estuviese comprendida entre 1.8 y 2.2, se cuantificaron 20 núcleos más, 
resultando no amplificados aquellos casos con ratio <2 y amplificados aquellos con 
ratio 2. 
 
 
III.3.2. HIBRIDACIÓN IN SITU CROMOGÉNICA DE DOBLE COLOR (DUOCISH) 
PARA HER2 
La técnica DuoCISH fue realizada mediante el empleo de los kits HER2 FISH 
pharmDXTM y DuoCISH TM (Dako-Agilent). Tras la hibridación de las secuencias 
diana con la mezcla de sondas para detección del gen HER2 y de la región 
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centromérica del cromosoma 17 (CEN-17) descrita en el apartado III.3.1 y los 
lavados de rigor, se procedió con la técnica inmunohistoquímica para la detección de 
ambos fluorocromos, FITC y TR, con una mezcla de anticuerpos específicos: 1) la 
detección de FITC se realizó mediante un anticuerpo anti-FITC marcado 
covalentemente con peroxidasa (anti-FITC-P), y 2) la detección de TR se realizó 
mediante un anticuerpo anti-TR marcado con fosfatasa alcalina (anti-TR-AP). 
 
La tinción específica en el lugar de hibridación se realizó mediante el empleo 
de 2 cromógenos de forma consecutiva: 
1. Tinción del complejo HER2/anti-FITC-P con Fast Red (Fast Red KL SALT), 
obteniéndose tinción roja en el lugar de hibridación, 
2. Tinción del complejo CEN-17/anti-TR-AP con Indolium (5-amino-2-[3-[5-
amino-1,3-dihydro-3,3-dimethyl-1-(4-sulfobutyl)-2H-indol-2-ylidene]-1-propenyl] 
-3,3-dimethyl-1-(4-sulfobutyl)-3H-Indolium, ter trifluoroacetate), obteniéndose 
tinción azul. 
 
 
Como dijimos, la primera etapa de la técnica consiste en realizar una hibridación in 
situ con fluorescencia del mismo modo que se ha descrito previamente en el 
apartado III.3.1 (hasta el paso 5). A continuación, el procedimiento es el siguiente: 
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1. Incubación de la preparación con una mezcla de anticuerpos anti-TR y anti-
FITC marcados con fosfatasa alcalina y peroxidasa, respectivamente, 30 
minutos en cámara húmeda a temperatura ambiente. 
2. Tampón de lavado, 2x3 minutos. 
3. Incubación en Fast red TR Salt (solución cromógena para fosfatasa alcalina, 
que proporciona una señal roja), 10 minutos en cámara húmeda a 
temperatura ambiente. 
4. Tampón de lavado, 3 minutos. 
5. Incubación en 5-amino-2[3-[5-amino-1,3-dihidro-3,3-dimetil-1-(4sulfobutil)-2H-
indol-2-ylidene]-1-propenil]-3,3dimetil-1-(4sulfobutil)-3H-Indolium (solución 
cromógena para peroxidasa, que proporciona una señal azul), 10 minutos en 
cámara húmeda a temperatura ambiente. 
6. Tampón de lavado, 3 minutos. 
7. Contratinción con hematoxilina, 5 minutos a temperatura ambiente. 
8. Secado, 30 minutos a 37ºC (Hybridizer). 
9. Montaje en medio permanente (Tissue-Mount) que no contiene etanol ni xilol 
(en los que serían solubles los cromógenos empleados). 
 
La cuantificación se llevó a cabo en un microscopio óptico de campo claro 
(Olympus BX51, equipado con una cámara digital DP70), empleando un objetivo de 
60x en seco, excepto en los casos con alta amplificación, en los que se usó un 
objetivo de 100x en inmersión. Los criterios para determinar la existencia o no de 
amplificación fueron los mismos que los detallados en la técnica FISH. 
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III.4. ANÁLISIS ESTADÍSTICO  
La correlación entre el estado de HER2 y  TOP2A mediante las técnicas de FISH y 
DuoCISH fue evaluada usando el índice kappa (Landis y Koch., 1977). La 
correlación se considera muy débil cuando el índice kappa está comprendido entre 0 
y 0.20; débil, entre 0.21 y 0.40; moderada, entre 0.41 y 0.60; buena, entre 0.61 y 
0.80; y excelente, entre 0.81 y 1. 
 
Para determinar la asociación entre el estado de HER2, TOP2A y Ki67 con la 
edad y grado histológico, usamos el test de Student y el test Chi-cuadrado, 
respectivamente. Se calcularon los coeficientes de correlación de FISH y DuoCISH 
entre sí y con respecto a las ratios HER2/CEN17, TOP2A/CEN17 y número de 
copias por núcleo de HER2, TOP2A y CEN17. En los casos con coamplificación 
HER2/TOP2A se emplearon tests de datos pareados para comparar las ratios de 
HER2 y TOP2A. El test de Wilcoxon se usó para comparar las ratios de 
HER2/CEN17 y TOP2A/CEN17, y el número de copias por núcleo de HER2, TOP2A 
y CEN17. 
 
 La relación existente entre la proteína TOP2A y el índice Ki67, así como entre 
los resultados del estudio del gen TOP2A y su expresión proteica, se analizaron 
calculando el coeficiente de correlación lineal de Pearson. 
 
Todos los análisis estadísticos fueron realizados usando el paquete 
estadístico SPSS 15 para Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, USA), y los resultados 
se expresaron como media ± desviación estándar. Las diferencias se consideraron 
significativas si p<0.05. 
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IV.1. CORRELACIÓN ENTRE HER2 DETERMINADO MEDIANTE 
HIBRIDACIÓN IN SITU FLUORESCENTE (FISH) E HIBRIDACIÓN IN 
SITU CROMOGÉNICA (DUOCISH) 
La determinación del estado de HER2 mediante FISH y DuoCISH se realizó en 106 
casos consecutivos de carcinoma infiltrante de mama incluidos en 6 TMAs (Tabla 1). 
 
La tinción mediante DuoCISH para HER2 mostró señales claras para el gen 
HER2 (color rojo) y CEN17 (color azul) lo que permite una cuantificación sencilla de 
las señales a 40x o 60x (con objetivo seco), evitando el uso de aumentos superiores 
y aceite de inmersión. En la Fig. 1 se muestran ejemplos representativos de 
muestras no amplificadas y amplificadas mediante DuoCISH. En casos no 
amplificados (Fig. 1A) la mayoría de las células presentaron dos señales rojas 
(HER2) y dos señales azules (CEN17). Los tumores amplificados normalmente 
mostraban dos señales azules y un número moderado (baja amplificación) (Fig. 1B) 
o un alto (alta amplificación) (Fig. 1C) de señales rojas. 
 
La determinación del estado de HER2 mediante DuoCISH y FISH fue 
concordante en 103 de 106 casos (concordancia: 97.2%; kappa=0.91), con una 
correlación excelente entre ambos métodos (Landis and Koch, 1977). Se demostró 
amplificación de HER2 en 21 de los 106 casos (19.8%) analizados mediante 
DuoCISH, mientras que mediante FISH se demostró amplificación en 22 de los 106 
casos (20.8%), hallándose por tanto 3 casos discordantes. De estos 3 casos, 2 no 
mostraron amplificación para DuoCISH y sí para FISH, y un caso mostró 
amplificación para DuoCISH, pero no para FISH. Los casos discordantes mostraron 
ratios próximas al umbral (2,0/1,6, 1,9/3,2, y 1,6/2,1; para DuoCISH/FISH, 
respectivamente) (véanse casos 25, 94 y 104 de la Tabla 1). 
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Tabla 1. Distribución de casos del estudio comparativo DuoCISH y FISH para HER2 (CDI: 
Carcinoma ductal infiltrante; CLI: Carcinoma lobulillar infiltrante) 
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Figura 1. Comparación del estado del gen HER2 mediante FISH (izquierda) y DuoCISH (derecha). 
Caso no amplificado tanto en FISH (ratio: 0,5) (a) como en DuoCISH (ratio: 0,9) (b). Caso con baja 
amplificación en FISH (ratio: 4,7) (c) y en DuoCISH (ratio: 3,8) (d). Caso con alta amplificación en 
FISH (ratio: 7,2) (e) y en DuoCISH (ratio: 4,8) (f). 
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Tabla 2. Tabla de contingencia de resultados de HER2 obtenidos mediante DuoCISH y FISH 
 
  FISH HER2 Total 
  No Amplificados Amplificados  
DuoCISH HER2 No amplificados 83 2 85 
 Amplificados 1 20 21 
Total 84 22 106 
 
Concordancia: 97.2% 
Kappa = 0.91 (concordancia excelente) 
 
 La edad media global de las pacientes fue de 57,8±14,3 años; la edad media 
en los casos no amplificados mediante FISH fue de 58,8 y en los casos amplificados 
fue de 54,0 años. No se demostró asociación entre el estado del gen HER2 y la edad 
de las pacientes (p=0,144). Sin embargo, sí se obtuvo correlación con el grado 
histológico (p=0,036), siendo éste más alto en los casos amplificados (Tabla 3). 
 
Tabla 3. Correlación entre el estado del gen HER2 y el grado histológico 
 
 
FISH HER2 Total 
No amplificados Amplificados  
Grado histológico 1 23 1 24 
 2 41 13 54 
 3 20 8 28 
Total 84 22 106 
 
El análisis de correlación entre los métodos de DuoCISH y FISH se realizó 
mediante gráficos de dispersión de las ratios de HER2/CEN17, del número de copias 
de HER2 y del número de copias de CEN17 mostrados por ambos métodos, 
seguidos de un análisis de regresión lineal. Los resultados mostraron una alta 
correlación entre ambos métodos (Fig. 2). El coeficiente de correlación (r) para la 
ratio HER2/CEN17 fue de 0,90 (p<0,001) (Fig. 2a); para el número de copias de 
HER2 fue de 0,95 (p<0,001) (Fig. 2b); y para el número de copias de CEN17 fue de 
0,65 (p<0,001) (Fig. 2c). 
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a  
b  
c  
Figura 2. Correlación entre ratios de HER2/CEN17 (a), número de copias de HER2 (b) y número de 
copias de CEN17 (c) obtenidos mediante DuoCISH y FISH. 
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El test de Wilcoxon por pares reveló diferencias significativas entre las medias 
de las ratios de HER2/CEN17 (p<0,001), del número de copias del gen HER2/núcleo 
(p<0,001) y del número de copias de CEN17 por núcleo (p=0,001) (Tabla 4). 
 
Tabla 4. Medias de ratios de HER2/CEN17 (negro), número de copias de HER2/núcleo (rojo) y 
número de copias de CEN17/núcleo (azul), obtenidas mediante DuoCISH y FISH. 
 
Ratios FISH DuoCISH Valor p 
 Media±DE Media±DE  
HER2/CEN17* 2,36±2,83 1,76±2,21 <0,001 
Número de copias HER2/núcleo* 5,30±6,68 4,18±5,04 <0,001 
Número de copias CEN17/núcleo 2,21±0,77 2,44±0,92 0,001 
*Existen diferencias significativas entre las media del número de copias del gen HER2/CEN17 y 
el número de copias HER2/núcleo, obtenidas mediante FISH y DuoCISH (p<0,001). 
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IV.2. CORRELACIÓN ENTRE TOP2A DETERMINADA MEDIANTE 
HIBRIDACIÓN IN SITU FLUORESCENTE (FISH) E HIBRIDACIÓN IN 
SITU CROMOGÉNICA (DUOCISH) 
La determinación del estado de HER2 mediante FISH en 70 casos consecutivos de 
carcinomas infiltrantes de mama mostró amplificación en 13 casos (18,6%) (Tabla 5a). 
 
 Al igual que para HER2, la tinción mediante DuoCISH para TOP2A mostró 
señales claramente discernibles para el gen TOP2A (color rojo) y el CEN17 (color 
azul). En la Fig. 3 se muestran ejemplos representativos de muestras no 
amplificadas y amplificadas mediante DuoCISH y FISH. En casos no amplificados 
(Fig. 3a) la mayoría de las células presentaron dos señales rojas (TOP2A) y dos 
señales azules (CEN17). Los tumores amplificados normalmente mostraban dos 
señales azules y un número moderado (baja amplificación) (Fig. 3b) o alto de 
señales rojas (alta amplificación) (Fig. 3c). 
 
 La determinación del estado de TOP2A mediante DuoCISH y FISH fue 
concordante en los 70 casos consecutivos estudiados (concordancia: 100%; 
kappa=1,0) (Tabla 5a), con una correlación perfecta entre ambos métodos (Landis y 
Koch, 1977). Se demostró amplificación de TOP2A en 6 de 70 casos (8,6%). Todos 
los casos amplificados para TOP2A también mostraron amplificación para HER2 (no 
se observó amplificación de TOP2A en ningún caso con estado del gen HER2 
normal) y 8 de los casos amplificados para HER2 no mostraron coamplificación de 
TOP2A. 
 
 En el TMA construido solo con casos HER2 amplificados, el estado de TOP2A 
determinado por DuoCISH y FISH fue concordante en 29 de 30 casos (concordancia: 
99%; kappa=0,93), es decir, se obtuvo una correlación excelente entre ambos 
métodos (Tabla 5b). El caso discordante (caso 24) mostró amplificación mediante la 
técnica FISH (ratio=3,3), mientras que resultó no amplificado próximo al umbral 
(ratio=1,9) mediante DuoCISH. Considerando el caso discordante como amplificado 
(la técnica FISH está considerada como el patrón de oro en la determinación de 
HER2), 14 de los 30 casos estudiados (46,7%) mostraron coamplificación de TOP2A. 
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Tabla 5a. Distribución de 70 casos consecutivos en el estudio comparativo DuoCISH y FISH  para 
TOP2A (CDI: Carcinoma ductal infiltrante; CLI: Carcinoma lobulillar infiltrante) 
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Tabla 5b. Distribución de 30 casos HER2 amplificados consecutivos en el estudio comparativo 
DuoCISH y FISH para TOP2A (CDI: Carcinoma ductal infiltrante; CLI: Carcinoma lobulillar infiltrante) 
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Figura 3. Caso de carcinoma de mama no amplificado para TOP2A (a y b) estudiado mediante FISH 
(a; ratio: 1,4) y DuoCISH (b; ratio: 0,9); en ambas imágenes el número de señales rojas (TOP2A) y 
verdes (a) o azules (b) (CEN17) es normal. Caso con baja amplificación tanto por FISH (c; ratio: 4,9) 
como por DuoCISH (d; ratio: 4,9) en el que el número de señales rojas es claramente superior al de 
señales verdes/azules. Caso con alta amplificación por FISH (e; ratio: 8,5) y por DuoCISH (f; ratio: 9,2) 
donde se observan grupos compactos de señales rojas con ambas técnicas (100x). 
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Analizando conjuntamente ambas series (casos consecutivos y casos HER2 
amplificados), el estado del gen TOP2A determinado mediante DuoCISH y FISH fue 
concordante en 99 de 100 casos (concordancia: 99%; kappa=0,97), lo que implica 
una correlación excelente entre ambos métodos (Tabla 6).  
 
Tabla 6. Tabla de contingencia de resultados de TOP2A obtenidos mediante DuoCISH y FISH 
 
  FISH TOP2A Total 
  No Amplificados Amplificados  
DuoCISH TOP2A No amplificados 80 1 81 
 Amplificados 0 19 19 
Total 80 20 100 
Concordancia: 99% 
Kappa: 0,97 (concordancia excelente) 
 
 
 La amplificación del gen TOP2A en presencia de amplificación de HER2 se 
demostró en 20 de 43 casos (46,5%). En muestras coamplificadas la media de la 
ratio HER2/CEN17 fue de 6,74±3,13, significativamente mayor que la media de la 
ratio TOP2A/CEN17 que fue de 5,00±2,18 (p=0,016). 
 
 La edad media de las pacientes fue de 57,8±14,5 años, siendo de 57,5±14,8 
en los casos no amplificados y de 58,9±14,3 en los amplificados. No se demostró 
asociación entre el estado del gen TOP2A y la edad de las pacientes (p=0,702). 
Respecto al grado histológico, los casos amplificados mostraron tendencia a 
presentar un grado histológico más alto, pero la asociación, aunque próxima al 
umbral, no fue significativa (p=0,055) (Tabla 7). 
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Tabla 7. Correlación entre el estado del gen TOP2A y el grado histológico 
 
 
FISH TOP2A Total 
No amplificados Amplificados  
Grado histológico 1 14 1 15 
 2 42 9 51 
 3 24 10 34 
Total 80 20 100 
 
 
 El análisis de correlación entre los métodos de DuoCISH y FISH se realizó 
mediante gráficos de dispersión de las ratios de TOP2A/CEN17, del número de 
copias de TOP2A y del número de copias de CEN17 mostrados por ambos métodos, 
seguido de un análisis de regresión lineal. Los resultados mostraron una correlación 
altamente significativa entre ambos métodos (Fig. 4). El coeficiente de correlación (r) 
para la ratios TOP2A/CEN17 fue de 0,92 (p<0,001) (Fig. 4a); para el número de 
copias de TOP2A fue de 0,93 (p<0,001) (Fig. 4b); y para el número de copias de 
CEN17 fue de 0,60 (p<0,001) (Fig. 4c).  
IV. RESULTADOS 
152 
a  
b  
c  
Figura 4. Correlación entre ratios de TOP2A/CEN17 (a), número de copias de TOP2A (b) y número 
de copias de CEN17 (c) obtenidos mediante DuoCISH y FISH. 
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El test de Wilcoxon por pares no demostró diferencias significativas entre las ratios 
de TOP2A/CEN17 obtenidas mediante DuoCISH y FISH (p=0,051), reveló 
diferencias significativas entre el número de copias del gen TOP2A por núcleo 
(p<0,001) y no mostró diferencias entre el número de copias de CEN17 por núcleo 
(p=0,124) (Tabla 8). 
 
Tabla 8. Medias de ratios de TOP2A/CEN17, número de copias de TOP2A/núcleo, y número de 
copias de CEN17/núcleo, obtenidas mediante FISH y DuoCISH. 
 
Ratios FISH DuoCISH Valor p 
 Media±DE Media±DE  
TOP2A/CEN17 1,88±1,85 1,70±1,46 0,051 
Número de copias TOP2A/núcleo* 3,71±3,67 3,05±2,44 <0,001 
Número de copias CEN17/núcleo 1,99±0,49 1,93±0,81 0,124 
*Existen diferencias significativas entre las media del número de copias del gen TOP2A/núcleo 
obtenidas mediante FISH y DuoCISH (p<0,001). 
 
 
Estos resultados fueron publicados recientemente (García-Caballero y cols., 
2014) (véase Anexo). 
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IV.3. EXPRESIÓN INMUNOHISTOQUÍMICA DE TOP2A E ÍNDICE DE 
PROLIFERACIÓN CELULAR (KI67) 
El estudio de expresión de la proteína TOP2A y de Ki67 se realizó en 110 casos 
consecutivos de carcinomas infiltrantes de mama, empleándose secciones 
completas y seriadas de BAG y análisis de imagen (ACIS III), seleccionándose para 
la cuantificación las mismas áreas en ambas preparaciones (Tabla 9). 
 
 Los valores de TOP2A se hallaron comprendidos entre 2% y 99% y los de Ki67, 
entre 3% y 99%. La media de TOP2A y Ki67 en los casos de grado histológico 1 fue 
de 7,0±5.8 y 12,4±12,6, respectivamente; en los casos grado 2 de 11,3±8,5 y 
18,9±14,6; y en los casos grado 3 de 43,8±26,1 y 55,2±26,9. Se observó asociación 
entre el grado histológico y la expresión de TOP2A y Ki67 (p<0,001) (Figs. 5a y 5b). 
 
a      b  
Fig. 5. Diagramas de cajas para la expresión de TOP2A (a) y Ki67 (b) con respecto al grado. Se 
representa la mediana, el percentil 25, el percentil 75 y los valores máximo y mínimo. 
 
 La edad media global de las pacientes fue de 61,5±15,5 años. Parece 
encontrarse una relación inversa entre la edad y la expresión de TOP2A (R=-0,198; 
p=0,038) y de Ki67 (R=-0,186), pero la significación es ligeramente superior al límite 
(p=0,051) (Fig. 6a y 6b). 
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a      b  
Fig. 6. Gráficos de dispersión entre TOP2A y edad (a), y Ki67 y edad (b) 
 
 En la gráfica que aparece a continuación (Fig. 7), se muestra mediante un 
diagrama de dispersión la relación existente entre la proteína TOP2A y el índice Ki67, 
con una correlación excelente entre ambos marcadores (coeficiente de correlación 
lineal de Pearson r=0,90; p<0,001). 
 
 
Figura 7. Correlación entre el porcentaje de expresión de TOP2A y Ki67. 
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Tabla 9. Distribución de casos comparando la expresión de Ki67 y TOP2A mediante 
inmunohistoquímica. 
 
Caso Edad Tipo Histológico Grado Ki67 (%) TOP2A (%) 
1 70 Carcinoma Ductal Infiltrante 3 56 33 
2 42 Carcinoma Tubular Infiltrante 1 7 8 
3 37 Carcinoma Ductal Infiltrante 1 8 8 
4 46 Carcinoma Ductal Infiltrante 3 22 22 
5 46 Carcinoma Ductal Infiltrante 3 81 50 
6 46 Carcinoma Ductal Infiltrante 2 8 6 
7 40 Carcinoma Ductal Infiltrante 2 37 17 
8 61 Carcinoma Ductal Infiltrante 2 38 30 
9 52 Carcinoma Ductal Infiltrante 2 8 6 
10 80 Carcinoma Ductal Infiltrante 2 15 14 
11 34 Carcinoma Ductal Infiltrante 3 69 52 
12 67 Carcinoma Ductal Infiltrante 3 39 90 
13 84 Carcinoma Ductal Infiltrante 2 39 20 
14 64 Carcinoma Ductal Infiltrante 1 7 3 
15 76 Carcinoma Lobulillar Infiltrante 2 6 2 
16 37 Carcinoma Ductal Infiltrante 2 35 34 
17 75 Carcinoma Ductal Infiltrante 2 45 22 
18 88 Carcinoma Ductal Infiltrante 2 22 14 
19 60 Carcinoma Ductal Infiltrante 3 25 14 
20 61 Carcinoma Ductal Infiltrante 1 7 4 
21 56 Carcinoma Lobulillar Infiltrante 2 12 9 
22 64 Carcinoma Ductal Infiltrante 3 54 41 
23 76 Carcinoma Lobulillar Infiltrante 3 30 22 
24 68 Carcinoma Lobulillar Infiltrante 1 15 6 
25 68 Carcinoma Ductal Infiltrante 2 25 14 
26 67 Carcinoma Ductal Infiltrante 2 9 8 
27 69 Carcinoma mucinoso 2 8 7 
28 59 Carcinoma Lobulillar Infiltrante 2 14 8 
29 74 Carcinoma Ductal Infiltrante 3 54 21 
30 75 Carcinoma Ductal Infiltrante 3 73 40 
31 50 Carcinoma Ductal Infiltrante 2 20 12 
32 67 Carcinoma Ductal Infiltrante 2 16 6 
33 79 Carcinoma Ductal Infiltrante 2 8 13 
34 55 Carcinoma Ductal Infiltrante 3 99 90 
35 38 Carcinoma Ductal Infiltrante 3 81 40 
36 58 Carcinoma Ductal Infiltrante 2 15 16 
37 53 Carcinoma mucinoso 2 12 6 
38 48 Carcinoma Ductal Infiltrante 2 6 5 
39 49 Carcinoma Ductal Infiltrante 1 3 3 
40 79 Carcinoma Ductal Infiltrante 2 8 3 
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Caso Edad Tipo Histológico Grado Ki67 (%) TOP2A (%) 
41 56 Carcinoma Lobulillar Infiltrante 2 12 9 
42 45 Carcinoma Ductal Infiltrante 2 6 7 
43 45 Carcinoma Ductal Infiltrante 2 8 7 
44 77 Carcinoma Ductal Infiltrante 3 73 60 
45 83 Carcinoma Ductal Infiltrante 3 26 26 
46 52 Carcinoma Ductal Infiltrante 1 9 9 
47 48 Carcinoma Ductal Infiltrante 2 8 8 
48 82 Carcinoma Ductal Infiltrante 2 13 7 
49 60 Carcinoma Ductal Infiltrante 3 82 72 
50 49 Carcinoma Lobulillar Infiltrante 2 16 8 
51 63 Carcinoma Ductal Infiltrante 3 47 33 
52 44 Carcinoma Lobulillar Infiltrante 2 54 25 
53 81 Carcinoma Ductal Infiltrante 3 31 13 
54 50 Carcinoma Ductal Infiltrante 3 88 67 
55 45 Carcinoma Ductal Infiltrante 2 11 6 
56 71 Carcinoma Infiltrante con Células en Anillo de Sello 2 13 8 
57 62 Carcinoma Micropapilar Infiltrante 2 16 5 
58 72 Carcinoma Ductal Infiltrante 2 4 4 
59 36 Carcinoma Ductal Infiltrante 1 13 6 
60 41 Carcinoma Ductal Infiltrante 2 16 7 
61 57 Carcinoma Ductal Infiltrante 1 13 5 
62 86 Carcinoma Ductal Infiltrante 2 66 43 
63 68 Carcinoma Ductolobulillar Infiltrante 1 9 4 
64 57 Carcinoma Ductal Infiltrante 3 98 98 
65 75 Carcinoma Ductal Infiltrante 2 12 7 
66 70 Carcinoma Ductal Infiltrante 2 57 15 
67 67 Carcinoma Ductal Infiltrante 2 16 10 
68 64 Carcinoma Lobulillar Infiltrante 3 55 26 
69 63 Carcinoma Ductal Infiltrante 3 42 32 
70 75 Carcinoma Ductal Infiltrante 2 17 6 
71 75 Carcinoma Ductal Infiltrante 2 20 10 
72 37 Carcinoma Ductal Infiltrante 3 95 99 
73 83 Carcinoma Ductal Infiltrante 2 4 2 
74 47 Carcinoma Ductal Infiltrante 3 86 55 
75 72 Carcinoma Ductal Infiltrante 2 26 12 
76 44 Carcinoma Ductal Infiltrante 3 33 20 
77 48 Carcinoma Ductal Infiltrante 3 35 19 
78 73 Carcinoma Ductal Infiltrante 3 42 33 
79 67 Carcinoma Ductal Infiltrante 2 60 31 
80 41 Carcinoma Ductal Infiltrante 2 34 23 
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Caso Edad Tipo Histológico Grado Ki67 (%) TOP2A (%) 
81 76 Carcinoma Lobulillar Infiltrante 2 13 3 
82 69 Carcinoma Ductal Infiltrante 1 10 8 
83 38 Carcinoma Ductal Infiltrante 3 34 18 
84 38 Carcinoma Ductal Infiltrante 3 28 23 
85 34 Carcinoma Ductal Infiltrante 3 86 57 
86 86 Carcinoma Mucinoso 2 19 13 
87 46 Carcinoma Ductal Infiltrante 1 9 5 
88 46 Carcinoma Ductal Infiltrante 2 31 18 
89 33 Carcinoma Ductal Infiltrante 2 6 3 
90 61 Carcinoma Ductal Infiltrante 2 17 15 
91 68 Carcinoma Ductal Infiltrante 2 11 7 
92 85 Carcinoma Ductal Infiltrante 3 14 11 
93 77 Carcinoma Ductal Infiltrante 2 18 16 
94 64 Carcinoma Ductal Infiltrante 2 6 6 
95 78 Carcinoma Ductal Infiltrante 3 26 27 
96 78 Carcinoma Ductal Infiltrante 2 12 4 
97 61 Carcinoma Ductal Infiltrante 3 17 18 
98 41 Carcinoma Ductal Infiltrante 3 91 88 
99 58 Carcinoma Ductal Infiltrante 3 29 26 
100 85 Carcinoma Ductal Infiltrante 2 20 17 
101 55 Carcinoma Ductal Infiltrante 1 8 3 
102 67 Carcinoma Ductal Infiltrante 3 46 31 
103 87 Carcinoma Ductal Infiltrante 2 9 4 
104 81 Carcinoma Ductal Infiltrante 3 56 57 
105 69 Carcinoma Ductal Infiltrante 3 97 71 
106 63 Carcinoma Ductal Infiltrante 3 35 23 
107 33 Carcinoma Medular 3 76 72 
108 70 Carcinoma Ductal Infiltrante 2 7 2 
109 83 Carcinoma Ductal Infiltrante 2 11 4 
110 89 Carcinoma Ductal Infiltrante 2 19 9 
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 Dada la excelente correlación lineal obtenida entre ambos marcadores, 
podemos establecer una recta de regresión que nos permite predecir con bastante 
aproximación los valores de TOP2A en relación a los valores de Ki67. La recta de 
regresión puede expresarse de la siguiente forma: 
TOP2A = - 2,05724 + 0,78540 x Ki67 
 
Por ejemplo, si tomamos el umbral más frecuentemente empleado en la 
actualidad para Ki67 (14%) y aplicamos la fórmula anterior, el umbral resultante para 
TOP2A sería: TOP2A = - 2,05724 + 0,78540 x 14 = 8,9. Si tomásemos para Ki67 el 
umbral del 20% (frecuentemente propuesto en la actualidad y el más votado en el 
último Consenso de St. Gallen), el correspondiente a TOP2A sería 13,7%. 
 
En la Fig. 8 se muestran ejemplos representativos de baja, intermedia y alta 
expresión para Ki67 y TOP2A, donde puede comprobarse la buena correlación entre 
los resultados de ambos marcadores. 
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Figura 8. Comparación entre la expresión de Ki67 (izquierda) y TOP2A (derecha). Caso con baja 
expresión de Ki67 (a) y de TOP2A (b), ambos del 3%. Caso con expresión intermedia con un 14% de 
Ki67 (c) y un 11% de TOP2A (d). Caso con alta expresión, con un 97% de Ki67 (e) y un 71% de 
TOP2A (f). Como se observa, la expresión de TOP2A es generalmente inferior a la de Ki67. 
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IV.4. CORRELACIÓN ENTRE TOP2A DETERMINADA MEDIANTE 
INMUNOHISTOQUÍMICA E HIBRIDACIÓN IN SITU CROMOGÉNICA 
(DUOCISH) 
Tras el estudio de la expresión proteica de TOP2A nos pareció de interés analizar la 
correlación con el estado del gen TOP2A. La determinación del estado de TOP2A, 
realizado mediante DuoCISH en TMAs sobre los 110 casos consecutivos en los que 
se analizó la proteína (véase apartado IV.3), mostró amplificación en 6 casos (5,5%) 
(Tabla 10). 
 
 El análisis estadístico de correlación entre la expresión de la proteína TOP2A y 
el estado del gen mostró una correlación débil, tanto con respecto a la ratio (R=0,230) 
(Fig.9a), como con respecto al número de copias del gen por célula (R=0,313), pero 
en ambos casos dicha correlación fue significativa (p=0,015 y p=0,001, 
respectivamente) (Fig.9B). 
a      b  
Fig. 9. Gráficos de dispersión entre TOP2A y la ratio TOP2A/CEN17 (a), y TOP2A y número de copias 
de TOP2A (b). 
 
 
En la Fig. 10 se muestran casos representativos de la expresión de TOP2A y 
el estado del gen TOP2A mediante DuoCISH, donde se comprueba la correlación 
entre ambos. 
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Tabla 10. Distribución de casos comparando la expresión de Ki67 y TOP2A mediante 
inmunohistoquímica, con el estudio de amplificación de TOP2A mediante DuoCISH (CDI: Carcinoma 
ductal infiltrante; CTI: Carcinoma tubular infiltrante; CLI: Carcinoma lobulillar infiltrante; CMC: 
Carcinoma mucinoso; CICAS: Carcinoma infiltrante con células en anillo de sello; CMPI: Carcinoma 
micropapilar infiltrante; CDLI: Carcinoma ductolobulillar infiltrante; CMD: Carcinoma medular). 
 
 
Caso Edad Tipo Histológico Grado 
Ki67 
(%) 
TOP2A 
(%) 
DuoCISH 
Señales 
Ratio TOP2A / Núcleo 
CEN17 / 
Núcleo TOP2A CEN17 
1 70 CDI 3 56 33 77 56 1,4 3,9 2,8 
2 42 CTI 1 7 8 58 54 1,1 2,9 2,7 
3 37 CDI 1 8 8 112 64 1,8 5,6 3,2 
4 46 CDI 3 22 22 57 51 1,1 2,9 2,6 
5 46 CDI 3 81 50 42 41 1 2,1 2,1 
6 46 CDI 2 8 6 49 44 1,1 2,5 2,2 
7 40 CDI 2 37 17 45 38 1,2 2,3 1,9 
8 61 CDI 2 38 30 54 50 1,1 2,7 2,5 
9 52 CDI 2 8 6 41 40 1 2,1 2 
10 80 CDI 2 15 14 58 51 1,1 2,9 2,6 
11 34 CDI 3 69 52 55 50 1,1 2,8 2,5 
12 67 CDI 3 39 90 41 41 1 2,1 2,1 
13 84 CDI 2 39 20 42 46 0,9 2,1 2,3 
14 64 CDI 1 7 3 73 42 1,7 3,7 2,1 
15 76 CLI 2 6 2 40 38 1,1 2 1,9 
16 37 CDI 2 35 34 75 61 1,2 3,8 3,1 
17 75 CDI 2 45 22 79 49 1,6 4 2,5 
18 88 CDI 2 22 14 46 45 1 2,3 2,3 
19 60 CDI 3 25 14 40 38 1,1 2 1,9 
20 61 CDI 1 7 4 61 49 1,2 3,1 2,5 
21 56 CLI 2 12 9 42 41 1 2,1 2,1 
22 64 CDI 3 54 41 109 41 2,7 5,5 2,1 
23 76 CLI 3 30 22 114 49 2,3 5,7 2,5 
24 68 CLI 1 15 6 42 40 1,1 2,1 2 
25 68 CDI 2 25 14 40 40 1 2 2 
26 67 CDI 2 9 8 59 46 1,3 3 2,3 
27 69 CMC 2 8 7 41 40 1 2,1 2 
28 59 CLI 2 14 8 42 38 1,1 2,1 1,9 
29 74 CDI 3 54 21 44 40 1,1 2,2 2 
30 75 CDI 3 73 40 206 54 3,8 10,3 2,7 
31 50 CDI 2 20 12 41 38 1,1 2,1 1,9 
32 67 CDI 2 16 6 55 51 1,1 2,8 2,6 
33 79 CDI 2 8 13 45 38 1,2 2,3 1,9 
34 55 CDI 3 99 90 44 43 1 2,2 2,2 
35 38 CDI 3 81 40 43 40 1,1 2,2 2 
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Caso Edad Tipo Histológico Grado 
Ki67 
(%) 
TOP2A 
(%) 
DuoCISH 
Señales 
Ratio TOP2A / Núcleo 
CEN17 / 
Núcleo TOP2A CEN17 
36 58 CDI 2 15 16 48 47 1 2,4 2,4 
37 53 CMC 2 12 6 62 51 1,2 3,1 2,6 
38 48 CDI 2 6 5 39 38 1 2 1,9 
39 49 CDI 1 3 3 40 38 1,1 2 1,9 
40 79 CDI 2 8 3 40 40 1 2 2 
41 56 CLI 2 12 9 40 38 1,1 2 1,9 
42 45 CDI 2 6 7 43 41 1 2,2 2,1 
43 45 CDI 2 8 7 49 44 1,1 2,5 2,2 
44 77 CDI 3 73 60 81 67 1,2 4,1 3,4 
45 83 CDI 3 26 26 75 46 1,6 3,8 2,3 
46 52 CDI 1 9 9 59 46 1,3 3 2,3 
47 48 CDI 2 8 8 42 41 1 2,1 2,1 
48 82 CDI 2 13 7 59 55 1,1 3 2,8 
49 60 CDI 3 82 72 48 46 1 2,4 2,3 
50 49 CLI 2 16 8 41 37 1,1 2,1 1,9 
51 63 CDI 3 47 33 57 43 1,3 2,9 2,2 
52 44 CLI 2 54 25 55 50 1,1 2,8 2,5 
53 81 CDI 3 31 13 42 40 1,1 2,1 2 
54 50 CDI 3 88 67 62 49 1,3 3,1 2,5 
55 45 CDI 2 11 6 83 65 1,3 4,2 3,3 
56 71 CICAS 2 13 8 41 39 1,1 2,1 2 
57 62 CMPI 2 16 5 58 44 1,3 2,9 2,2 
58 72 CDI 2 4 4 57 43 1,3 2,9 2,2 
59 36 CDI 1 13 6 51 43 1,2 2,6 2,2 
60 41 CDI 2 16 7 37 36 1 1,9 1,8 
61 57 CDI 1 13 5 41 40 1 2,1 2 
62 86 CDI 2 66 43 41 39 1,1 2,1 2 
63 68 CDLI 1 9 4 46 47 1 2,3 2,4 
64 57 CDI 3 98 98 65 44 1,5 3,3 2,2 
65 75 CDI 2 12 7 40 38 1,1 2 1,9 
66 70 CDI 2 57 15 70 56 1,3 3,5 2,8 
67 67 CDI 2 16 10 61 53 1,2 3,1 2,7 
68 64 CLI 3 55 26 58 50 1,2 2,9 2,5 
69 63 CDI 3 42 32 51 40 1,3 2,6 2 
70 75 CDI 2 17 6 42 39 1,1 2,1 2 
71 75 CDI 2 20 10 44 41 1,1 2,2 2,1 
72 37 CDI 3 95 99 95 70 1,4 4,8 3,5 
73 83 CDI 2 4 2 44 43 1 2,2 2,2 
74 47 CDI 3 86 55 50 45 1,1 2,5 2,3 
75 72 CDI 2 26 12 47 43 1,1 2,4 2,2 
76 44 CDI 3 33 20 54 48 1,1 2,7 2,4 
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Caso Edad Tipo Histológico Grado 
Ki67 
(%) 
TOP2A 
(%) 
DuoCISH 
Señales 
Ratio TOP2A / Núcleo 
CEN17 / 
Núcleo TOP2A CEN17 
77 48 CDI 3 35 19 49 52 0,9 2,5 2,6 
78 73 CDI 3 42 33 78 38 2,1 3,9 1,9 
79 67 CDI 2 60 31 81 100 0,8 4,1 5 
80 41 CDI 2 34 23 51 67 0,8 2,6 3,4 
81 76 CLI 2 13 3 59 59 1 3 3 
82 69 CDI 1 10 8 43 39 1,1 2,2 2 
83 38 CDI 3 34 18 50 47 1,1 2,5 2,4 
84 38 CDI 3 28 23 61 59 1 3,1 3 
85 34 CDI 3 86 57 59 45 1,3 3 2,3 
86 86 CMC 2 19 13 52 42 1,2 2,6 2,1 
87 46 CDI 1 9 5 42 40 1,1 2,1 2 
88 46 CDI 2 31 18 44 40 1,1 2,2 2 
89 33 CDI 2 6 3 55 44 1,3 2,8 2,2 
90 61 CDI 2 17 15 83 58 1,4 4,2 2,9 
91 68 CDI 2 11 7 74 57 1,3 3,7 2,9 
92 85 CDI 3 14 11 42 41 1 2,1 2,1 
93 77 CDI 2 18 16 56 46 1,2 2,8 2,3 
94 64 CDI 2 6 6 62 50 1,2 3,1 2,5 
95 78 CDI 3 26 27 93 54 1,7 4,7 2,7 
96 78 CDI 2 12 4 47 43 1,1 2,4 2,2 
97 61 CDI 3 17 18 50 45 1,1 2,5 2,3 
98 41 CDI 3 91 88 230 59 3,9 11,5 3 
99 58 CDI 3 29 26 40 43 0,9 2 2,2 
100 85 CDI 2 20 17 80 59 1,4 4 3 
101 55 CDI 1 8 3 56 46 1,2 2,8 2,3 
102 67 CDI 3 46 31 187 37 5,1 9,4 1,9 
103 87 CDI 2 9 4 48 42 1,1 2,4 2,1 
104 81 CDI 3 56 57 49 42 1,2 2,5 2,1 
105 69 CDI 3 97 71 55 54 1 2,8 2,7 
106 63 CDI 3 35 23 77 55 1,4 3,9 2,8 
107 33 CMD 3 76 72 55 46 1,2 2,8 2,3 
108 70 CDI 2 7 2 60 48 1,3 3 2,4 
109 83 CDI 2 11 4 46 43 1,1 2,3 2,2 
110 89 CDI 2 19 9 35 28 1,3 1,8 1,4 
 
 
 
 
Figura 10 (Página siguiente) Correlación entre expresión de TOP2A (izquierda) y estado del gen 
TOP2A mediante DuoCISH (derecha). Caso con baja expresión de TOP2A (3%) (a) y que no presenta 
amplificación en el gen (ratio: 1,7) (b). Caso con expresión intermedia de TOP2A (33%) (c), que 
tampoco presenta amplificación en el gen (ratio: 1,3) (d). Caso con expresión intermedia de TOP2A 
(40%) (e), pero con amplificación del gen (ratio: 3,8) (f). Caso con alta expresión de TOP2A (90%) (g) 
y con amplificación del gen (ratio: 3,9) (h). 
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V.1. CORRELACIÓN ENTRE HER2 DETERMINADO MEDIANTE 
HIBRIDACIÓN IN SITU FLUORESCENTE (FISH) E HIBRIDACIÓN IN 
SITU CROMOGÉNICA (DUOCISH) 
La determinación precisa del estado de HER2 es crucial para la identificación de 
pacientes con cáncer de mama que puedan beneficiarse del tratamiento anti-HER2 
con trastuzumab, lapatinib o pertuzumab (Slamon y cols., 2001; Cameron y cols., 
2008; Baselga y cols., 2012; Kümler y cols., 2014) y también porque la respuesta a 
terapia endocrina parece dependiente del estado de HER2 (De Laurentis y cols., 
2005; Rastelli y Crispino, 2008). Para la determinación de la amplificación del gen 
HER2 la práctica clínica demanda emplear un método cuantitativo, rápido y fiable. 
Generalmente se considera que el FISH representa el patrón de oro en el estudio del 
gen HER2 (Bilous y cols., 2003b). Sin embargo, como se expuso en la revisión 
bibliográfica, esta técnica presenta limitaciones y desventajas, muchas de las cuales 
pueden solventarse con el uso del CISH. 
 
La principal ventaja del CISH de doble color sobre el FISH está en el empleo 
de la microscopía de campo claro, eliminando la necesidad de un microscopio de 
fluorescencia especial (lámpara de 100W) y permitiendo una valoración más sencilla 
de la morfología tumoral. Esta última característica es de importancia crucial en el 
diagnóstico de tumores con importante componente intraductal entremezclado con el 
infiltrante, además de permitir la consulta y discusión de casos así como facilitar la 
docencia. Entre otras ventajas está la posibilidad de valorar los resultados usando 
objetivos de 40x y 60x, eliminando el uso de aceite de inmersión que resulta 
indispensable en la valoración del FISH, y la posibilidad del archivo de preparaciones 
a largo plazo permitiendo la revisión de resultados y estudios retrospectivos. 
Asimismo hemos encontrado una reducción significativa en el tiempo necesario para 
la valoración de los resultados del CISH de doble color en comparación con el FISH 
(García-Caballero y cols., 2010). Además, la resolución de DuoCISH, aunque no del 
SISH, permite la cuantificación de señales individuales incluso en casos con alta 
amplificación, una ventaja importante sobre todo en investigación.  
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En todas las muestras analizadas (n=106) para la determinación del estado 
del gen HER2 mediante FISH y DuoCISH obtuvimos resultados valorables, aunque 
en ocasiones fue necesario repetir la técnica incrementando o disminuyendo los 
tiempos de digestión con pepsina en aquellos casos en los que se observaba poca 
digestión o sobredigestión enzimática respectivamente. 
 
Se demostró amplificación de HER2 mediante DuoCISH en el 19,8% de los 
casos analizados y mediante FISH en el 20,8%. Estos resultados, que se encuentran 
en el extremo superior del rango de positividad aceptable (Wolff y cols., 2013), son 
muy similares a los publicadas previamente por Pauletti y cols. (2000) mediante 
FISH en una muestra de 900 casos y por García-Caballero y cols. (2006) tras 
análisis de las determinaciones rutinarias realizadas a más de 500 pacientes 
empleando IHQ y FISH. 
 
La edad media de las pacientes cuyos tumores mostraron amplificación 
mediante FISH (58 años) fue ligeramente superior a la de las pacientes con tumores 
no amplificados (54 años). Sin embargo, el análisis estadístico no mostró asociación 
entre el estado del gen HER2 y la edad de las pacientes.  
 
Como era de esperar, sí se obtuvo en cambio correlación con el grado 
histológico, siendo éste más alto en los casos amplificados, como ya fue 
previamente descrito en un amplio estudio tras el análisis de 1.536 cánceres de 
mama en el que observaron que el 97% de los casos 3+ eran de grado 2 o 3 (Bilous 
y cols., 2003a). 
 
La concordancia entre los resultados obtenidos con FISH y DuoCISH para la 
valoración del gen HER2 fue excelente (97%) y muy similar a las concordancias 
previamente publicadas (Brügmann y cols., 2011; García-Caballero y cols., 2010; 
Kato y cols., 2010; Mollerup y cols., 2012). Solo obtuvimos discrepancias en 3 de los 
106 casos y todos ellos mostraron ratios muy próximas al umbral de positividad. 
 
La concordancia entre CISH de un solo color y FISH fue del 91-100% en 
diferentes series publicadas (Tanner y cols., 2000; Dandachi y cols., 2002; Arnould y 
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cols., 2003; Gupta y cols., 2003; Hauser-Kronberger y Dandachi, 2004; Wixom y 
cols., 2004; Bhargava y cols., 2005a; Hanna y Kwok, 2006; Vocaturo y cols., 2006) y 
es también muy alta entre CISH, FISH e IHQ (Li-Ning y cols., 2005). Sin embargo, el 
uso de un solo color en el CISH es limitado y en los casos que el gen HER2 no está 
claramente amplificado obliga a realizar una segunda prueba para valorar el 
cromosoma 17 por la posibilidad de una polisomía, lo que conlleva un mayor coste 
económico y tiempo en la valoración (García-Caballero y cols., 2010).  
 
La técnica de doble color permite la visualización del gen HER2 y del 
cromosoma 17 en la misma preparación (Pedersen y cols., 2009) y es más fácil, más 
rápida y más adecuada para distinguir la verdadera amplificación génica de la 
aneuploidía cromosómica (García-Caballero y cols., 2010). En uno de los primeros 
trabajos sobre este método se estudiaron 40 muestras de cáncer de mama, 
obteniéndose una concordancia entre DuoCISH y FISH del 91% (Laasko y 
cols.,2006). 
 
El análisis de correlación mediante gráficos de dispersión de las ratios de 
HER2/CEN17 y del número de copias de HER2 y de CEN17 obtenidos con 
DuoCISH y FISH, seguidos de un análisis de regresión lineal, mostraron una alta 
correlación entre ambos métodos. 
 
El test de Wilcoxon por pares, sin embargo, mostró diferencias significativas 
para ambas técnicas tanto en las medias de las ratios de HER2/CEN17, como de las 
correspondientes al número de copias de HER2 y CEN17 por núcleo, resultados 
similares a los publicados en un trabajo previo (García-Caballero y cols., 2010). 
Estas diferencias podrían explicarse por una estimación a la baja en DuoCISH del 
número de copias de HER2 en los casos amplificados. De hecho, otros autores 
afirman que el número de copias del gen HER2 se subestima en áreas de alta 
amplificación debido al solapamiento de las señales con la formación de grupos 
(clusters) (Hanna y Kwok, 2006). En efecto, posteriormente se demostró que las 
diferencias entre el número de señales de HER2 obtenido por FISH y DuoCISH solo 
se observan en casos con número de señales por núcleo mayor de 2,5 (García-
Caballero y cols., 2010). 
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En la actualidad la IHQ y la HIS son los métodos habitualmente empleados 
para determinar el estado de HER2 en cáncer de mama. Según las 
recomendaciones del Comité ASCO/CAP, para HIS puede emplearse tanto el FISH 
como el CISH, ya que este último método mostró altos niveles de concordancia con 
el FISH (Wolff y cols., 2013). 
 
Dado que existen métodos de análisis del estado de HER2 (IHQ e HIS) 
estandarizados y aprobados por la FDA/EMEA, éstos deberían ser aprobados por 
las administraciones hospitalarias ya que, aunque son más costosos, se compensa 
el gasto al evitar tratar falsos positivos, y lo que es más importante, se elimina un 
riesgo cardiotóxico innecesario. 
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V.2. CORRELACIÓN ENTRE TOP2A DETERMINADA MEDIANTE 
HIBRIDACIÓN IN SITU FLUORESCENTE (FISH) E HIBRIDACIÓN IN 
SITU CROMOGÉNICA (DUOCISH) 
Se han obtenido resultados cuantificables en todas las muestras estudiadas 
mediante FISH y DuoCISH (n=100). Hemos observado una concordancia excelente 
(99%) entre los resultados de FISH y los de DuoCISH en la determinación del estado 
del gen TOP2A, muy similar a las concordancias de estudios previos del estado del 
gen HER2 (Brügmann y cols., 2011; García-Caballero y cols., 2010; Kato y cols., 
2010; Mollerup y cols., 2012). Con respecto al análisis del estado del gen TOP2A, 
Hoff y cols. (2010) ha mostrado, en un estudio previo de 20 casos, una concordancia 
del 100% entre FISH y DuoCISH. 
 
 También hemos hallado un alto grado de correlación entre FISH y DuoCISH 
en lo referente a la ratio TOP2A/CEN17 y al número de copias por núcleo tanto con 
respecto a TOP2A como al centrómero CEN17. El test de Wilcoxon por pares no 
mostró diferencias significativas para ambas técnicas entre las ratios de 
TOP2A/CEN17 ni para el número de copias de CEN17 por núcleo. En cambio sí se 
observaron diferencias significativas en cuanto al número de copias de TOP2A por 
núcleo. Este resultado puede ser explicado por una probable estimación a la baja en 
el número de señales rojas de TOP2A en casos amplificados debido al solapamiento 
de señales en la formación de grupos densos o clusters (Hanna y Kwok, 2006).  
 
 En el presente estudio se evidenció amplificación del gen TOP2A en el 8,6% 
de la serie inicial de casos consecutivos. Ésta es exactamente la misma frecuencia 
hallada por Arriola y cols. (2007), mientras que porcentajes similares (7-10%) han 
sido publicados por diversos autores (Desmedt y cols., 2011; Fountzilas y cols., 
2012b; Moelans y cols., 2010b; Nikolényi y cols., 2011; Press y cols., 2011). En las 
series del presente estudio, en ningún caso se observó amplificación para TOP2A en 
ausencia de amplificación de HER2, lo que concuerda con estudios previos (Hicks y 
cols., 2005; Arriola y cols., 2007; Desmedt y cols., 2011; Press y cols., 2011; 
Fountzilas y cols., 2012a). No obstante, algunos autores han encontrado 
amplificación del gen TOP2A en un 2-8,8% de casos con HER2 no amplificado 
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(Nielsen y cols., 2008; Bouchalova y cols., 2009; Schindlbeck y cols., 2010; 
Fountzilas y cols., 2012b). Además, dos estudios han hallado niveles altos de 
expresión génica de TOP2A, usando PCR cuantitativa, en una proporción 
estadísticamente significativa de casos HER2 negativo (Glynn y cols., 2011; Zaczek 
y cols., 2012). Tales discrepancias son difíciles de explicar sin un análisis detallado 
de la metodología empleada. Sin embargo, los datos del presente estudio, obtenidos 
de una amplia serie de muestras y analizados utilizando una misma metodología 
estandarizada, le otorgan mayor peso a la hipótesis de que la amplificación de 
TOP2A está restringida a los tumores con HER2 amplificado. Cabe destacar que se 
ha evidenciado heterogeneidad intratumoral con amplificación para TOP2A en un 
15% de tumores con amplificación de HER2 (Järvinen y cols., 1999). Debido al uso 
de TMAs en nuestra metodología, no hemos podido evaluar dicha heterogeneidad 
en nuestras series. 
 
 En cuanto a la coamplificación, hemos evidenciado que el 46,5% de los casos 
con HER2 amplificado mostraron amplificación para TOP2A, resultado similar al 
obtenido por Konecny y cols., 2010 (46%). Nuestro resultado concuerda con la 
mayoría de las series publicadas, en las cuales se encontró coamplificación en un 
40-50% de los casos (Järvinen y cols., 1999; Hicks y cols., 2005; Arriola y cols., 2006; 
Moelans y cols., 2010b; Schindlbeck y cols., 2010; Fountzilas y cols., 2013). Otros 
autores publicaron porcentajes menores de coamplificación que oscilan entre el 21% 
y el 37% (Tanner y cols., 2006; Press y cols., 2011; Slamon y cols., 2011; Fountzilas 
y cols., 2012b).  
 
En nuestra serie de casos coamplificados la media de ratios HER2/CEN17 
(6,74) fue significativamente superior a la media de ratios TOP2A/CEN17 (5,00). 
Este hallazgo también corrobora resultados previos de otros autores (Hicks y cols., 
2005; Nielsen y cols., 2010; Fountzilas y cols., 2013), y podría ser explicado si la 
amplificación de ambos genes estuviese mediada por mecanismos diferentes, 
conduciendo a niveles altos de amplificación de HER2 en comparación con TOP2A 
(Nielsen y cols., 2010). 
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 El valor predictivo de la determinación del estado del gen TOP2A para el 
empleo de terapias basadas en antraciclinas en cáncer de mama es muy 
controvertido. Inicialmente se realizaron estudios donde la 
sobreexpresión/amplificación de HER2 era un valor predictivo de susceptibilidad 
para el tratamiento con terapias basadas en antraciclinas (Muss y cols., 1994; Paik y 
cols., 1998). Se propuso que la respuesta a antraciclinas necesitaría de la 
coamplificación de TOP2A, gen situado cerca del gen HER2 en el cromosoma 17. 
No obstante, es sabido que los genes HER2 y TOP2A no están situados en el mismo 
amplicón y que cuando HER2 está amplificado, TOP2A puede estar amplificado o 
delecionado (Järvinen y cols., 1999). Estudios posteriores han demostrado que el 
mejor factor de predicción de respuesta a regímenes basados en antraciclinas es la 
coamplificación de HER2 y TOP2A (Coon y cols., 2002; Tanner y cols., 2006; Arriola 
y cols., 2007; Desmedt y cols., 2011; Press y cols., 2011; Slamon y cols., 2011; 
Fountzilas y cols., 2012b; Wang y cols., 2012), aunque algunos autores consideran 
que estos hallazgos no justifican la restricción de los tratamientos con antraciclinas 
solo a pacientes con coamplificación (Di Leo y cols., 2011). También se ha propuesto 
la amplificación de TOP2A como factor pronóstico favorable en pacientes con cáncer 
de mama metastásico HER2-positivo tratado con trastuzumab, y que este efecto 
está asociado a la combinación o a la previa exposición a antraciclinas (Fountzilas y 
cols., 2012a). 
 
 Otros autores proponen la hipótesis de que las alteraciones en el gen TOP2A 
(tanto la amplificación como la deleción) son predictivas de respuesta a antraciclinas 
(Knoop y cols., 2005; Nielsen y cols., 2008; O'Malley y cols., 2009; Pritchard y cols., 
2008). Por el contrario, como hemos dicho anteriormente, se ha asociado la 
existencia de deleciones en TOP2A con resistencia a antraciclinas (Järvinen y cols., 
2000; Withoff y cols., 1996), de forma que la asociación entre deleciones y respuesta 
a antraciclinas sigue siendo controvertida. El uso de diferentes umbrales (0,67-1,0) 
en la determinación de deleciones en TOP2A (Press y cols., 2011) dificulta la 
comparación entre las diferentes series de datos, y algunos autores consideran 
inapropiado incluir en un mismo grupo de alteraciones en TOP2A tanto las 
amplificaciones como las deleciones, en las cuales basar predicciones de respuesta 
biológica a antraciclinas (Oakman y cols., 2009b). De hecho, un estudio reciente con 
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un amplio número de pacientes no demostró asociación entre las deleciones de 
TOP2A con la remisión de la enfermedad ni con la supervivencia (Press y cols., 
2011).  
 
Se ha propuesto que la polisomía del cromosoma 17 era un predictor de 
respuesta completa tras tratamiento neoadyuvante con quimioterapia basada en 
antraciclinas (Orlando y cols., 2008), pero un trabajo reciente no confirmó esta 
relación (Nielsen y cols., 2012a).  
 
Por último, otro estudio reciente mostró que pacientes con tumores con 
coamplificación de HER2 y TOP2A (aproximadamente el 8% de carcinomas 
infiltrantes de mama) experimentaron resultados de supervivencia equivalentes, sin 
tener en cuenta si fueron tratadas con regímenes basados en trastuzumab o 
antraciclinas (ambos regímenes no pueden ser combinados debido a la considerable 
toxicidad a largo plazo) (Press y cols., 2011). 
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V.3. EXPRESIÓN INMUNOHISTOQUÍMICA DE TOP2A E ÍNDICE DE 
PROLIFERACIÓN CELULAR (KI67) 
Aunque es bien conocida la importancia de la proliferación celular como factor 
pronóstico en el carcinoma de mama, su empleo en el panel IHC4 para diferenciar 
los subtipos luminal A y B hizo que el interés por la estandarización de la 
determinación del índice de proliferación se viese incrementado. Así, se creó un 
grupo internacional de trabajo que propuso unas recomendaciones para la 
determinación de Ki67. Destacamos entre las recomendaciones, la propuesta de 
emplear MIB1 como anticuerpo de elección y, para la selección de áreas a cuantificar, 
la de realizar un muestreo por toda la preparación tratando de buscar la media entre 
áreas de menor y mayor (hot spots) proliferación. No hubo consenso respecto al 
punto de corte (Dowsett y cols., 2011). 
 
En un estudio reciente sobre 1.086 cánceres de mama se comprobó que la 
expresión de Ki67 se puede distribuir de dos maneras: en la mayoría de los casos la 
positividad de Ki67 se dispone de forma homogénea en el tumor (tipo difuso), 
mientras que en otros casos la positividad se expresa en el frente invasivo de la 
tumoración, en la zona de transición entre el tumor y el estroma (tipo borderline). 
Estos casos de positividad borderline se asocian a mayor frecuencia de metástasis a 
distancia (hueso e hígado) y a menor supervivencia (Gong y cols., 2013). 
 
No existen estudios comparativos sistemáticos acerca de la determinación de 
Ki67 en TMAs vs secciones completas, pero parece que los resultados son más 
bajos empleando TMAs. Hasta que se publiquen los resultados comparativos, no 
deben utilizarse TMAs para determinaciones de Ki67 con fines de aplicación clínica 
(Dowsett y cols., 2011). Los autores que valoran el Ki67 en microarrays usan dos 
muestras de cada tumor y valoran 2-3 zonas incluyendo hot spots, pero hacen 
hincapié en el problema de la fiabilidad debido a la heterogeneidad tumoral (Ono y 
cols., 2013). En base a esto, y a la recomendación de realizar un muestreo entre las 
diferentes áreas del tumor, decidimos llevar a cabo el estudio comparativo de la 
expresión IHQ de TOP2A y Ki67 empleando secciones completas de BAGs, como 
realizamos en la práctica diaria para todos los marcadores de mama. 
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La reproducibilidad intra e interlaboratorios en la interpretación del Ki67 se 
analizó en un estudio cooperativo internacional. Se comprobó que, aunque existía 
concordancia en los análisis intralaboratorios, había una gran variabilidad 
interlaboratorios y que los métodos formales de contaje eran más fiables que los de 
estimación visual. Un programa de entrenamiento mediante imágenes-web permitió 
mejorar la concordancia interlaboratorios (Nielsen y cols., 2012b). Para la 
cuantificación de Ki67 y TOP2A empleamos el sistema de análisis de imagen ACIS 
III, pues consideramos que resulta muy objetivo y práctico, permitiendo muestreos 
mucho más amplios que la técnica manual. Este sistema ha sido validado para 
distintos marcadores de cáncer de mama (Slodkowska y cols., 2010; Hanley y cols., 
2009). Recientemente se propuso un nuevo método de análisis de imagen 
denominado AQUA (automated quantitative analysis) que utiliza inmunohistoquímica 
fluorescente con anticuerpo SP6 (FIHC). Se comprobó que con este método se 
obtiene una alta reproducibilidad, una buena correlación con los resultados de la 
inmunohistoquímica con contaje manual, y que se mejora significativamente la 
precisión de la determinación de Ki67 (Murphy y cols., 2012). 
 
Como ya dijimos en la introducción, un nivel elevado de TOP2A se asocia con 
alta proliferación celular (Wang y cols., 1997; Nitiss, 2009a). Se demostró que los 
niveles de proteína TOP2A aumentaban exponencialmente en cultivos de células 
proliferantes durante las fases G0 y G1 (Hsiang y cols., 1988), así como con la 
inducción de diferenciación celular (Zwelling y cols., 1990). TOP2A puede 
considerarse como un marcador de proliferación celular (Colozza y cols., 2005; 
Milde-Langosch y cols., 2013). 
 
En concordancia con el papel jugado por TOP2A en la proliferación celular, en 
nuestro trabajo observamos correlación entre la expresión proteica de TOP2A y los 
resultados de Ki67, por lo que TOP2A no parece útil para mejorar la discriminación 
entre los subtipos inmunohistoquímicos luminal A y B. En 61 pacientes con 
carcinoma localmente avanzado pertenecientes al ensayo clínico de neoadyuvancia 
NCT00123929 del Hospital Clínico de San Carlos, se observó no solo una 
asociación significativa entre la expresión génica de TOP2A y el Ki67, sino también 
entre la positividad IHQ de TOP2A y el Ki67 (Romero y cols., 2011). Recientemente 
V. DISCUSIÓN 
179 
se confirmó que la expresión IHQ de TOP2A se asociaba a alta expresión de Ki67 
(Fountzilas y cols., 2012a). En el ensayo clínico citado se observó también que la 
amplificación génica de TOP2A se asociaba a subtipos moleculares de cáncer de 
mama con alto nivel de proliferación como luminal B, HER2 y basal, comparados con 
los subtipos luminal A, mama normal y bajo en claudina (Romero y cols., 2011).  
 
La sobreexpresión de TOP2A se correlaciona con un peor pronóstico (Fritz y 
cols., 2005) siendo más frecuente en tumores de alto grado, y se correlaciona con 
otros marcadores de proliferación celular como el Ki67 (Fountzilas y cols., 2012b). 
 
Como era de esperar, también se observó correlación tanto para TOP2A como 
para Ki67 con el grado histológico. La asociación entre expresión IHQ de TOP2A y 
los tumores de alto grado es bien conocida (Fountzilas y cols 2012b), al igual que la 
correlación de Ki67 con grado histológico y grado nuclear del tumor, aunque se 
observan discordancias en algunos tumores de bajo grado cuando se utiliza el punto 
de corte de 10%, como por ejemplo el carcinoma papilotubular, el carcinoma ductal 
infiltrante de predominio intraductal o el carcinoma mucinoso (Ono y cols., 2013). 
 
Respecto a la edad, parece existir una tendencia a una relación inversa entre 
la expresión de TOP2A y la edad de las pacientes, pero el grado de significación fue 
ligeramente superior al límite establecido (p=0,051). 
 
Para Ki67 en cáncer de mama se emplearon umbrales muy variables para 
distinguir entre baja y alta proliferación, con una gama comprendida entre 1% y 
28,6% (Urriticoechea y cols., 2005). Sin embargo, los umbrales más comúnmente 
empleados para dicotomizar los resultados fueron 10% y 20% (Viale y cols., 2008 a y 
b; Stuart-Harris y cols., 2008; Dowsett y cols., 2011; Ono y cols., 2013). En la 
actualidad el umbral más utilizado es el 14% (Fountzilas y cols., 2012a y b; Geng y 
cols., 2013; Chen y cols., 2013), umbral propuesto por Cheang y cols. 2009 para 
diferenciar los subtipos luminal A y B y aceptado por el Consenso de St. Gallen en 
2011 (Goldhirsch y cols., 2011), aunque en el Consenso de 2013 el umbral más 
votado fue el 20% (Goldhirsch y cols., 2013). 
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 También para la evaluación inmunohistoquímica de TOP2A se han empleado 
umbrales muy variables, comprendidos entre el 5% (Bhargava y cols., 2005b; 
Fountzilas y cols., 2012a) y el 45% (Zaczek y cols., 2012). Sin embargo, la mayor 
parte de los autores proponen como umbral el 10% (Di Leo y cols., 2001; Durbecq y 
cols., 2004; Chen y cols., 2013), aunque también se ha barajado el 20% (Romero y 
cols., 2011). 
 
Como ya dijimos, si tomamos el umbral del 14% para Ki67 y aplicamos la 
fórmula resultante de la recta de regresión lineal (véase IV.3), el umbral para 
dicotomizar TOP2A sería 8,9, muy próximo al umbral del 10% antes mencionado. Si 
tomásemos para Ki67 el umbral del 20% propuesto en el último Consenso de St. 
Gallen, el correspondiente a TOP2A sería 13,7%, que podría redondearse al 15%. 
 
En cuanto al valor pronóstico de TOP2A y Ki67, dos estudios retrospectivos 
demostraron que la coexistencia de sobreexpresión de TOP2A y de Ki67 alto tiene 
valor pronóstico negativo, con presencia de metástasis ganglionares, estadío 
avanzado y disminución de la supervivencia global (Rudolph y cols., 1999; Depowski 
y cols., 2000). 
 
No hay acuerdo en la bibliografía consultada respecto a la asociación de Ki67 
y TOP2A, y la respuesta al tratamiento con antraciclinas. En varios estudios se 
considera que Ki67, TOP2A, HER1, HER2 y HER3 son marcadores potenciales para 
el beneficio del tratamiento con antraciclinas (Bartlett y cols., 2008b; Di Leo y cols., 
2008), pero en un estudio prospectivo posterior sobre beneficio del tratamiento 
adyuvante con antraciclinas (NEAT/BR9601) no se observó que estos marcadores 
tengan valor predictivo (Bartlett y cols., 2010). 
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V.4. CORRELACIÓN ENTRE TOP2A DETERMINADA MEDIANTE 
INMUNOHISTOQUÍMICA E HIBRIDACIÓN IN SITU CROMOGÉNICA 
(DUOCISH) 
Los resultados comparativos entre la expresión de la proteína TOP2A y el estado del 
gen mostraron una correlación débil, tanto con respecto a la ratio como con respecto 
al número de copias del gen por célula, pero en ambos casos dicha correlación fue 
significativa. 
 
Aunque en algunos trabajos también se demostró asociación entre 
sobreexpresión de TOP2A y la amplificación del gen (Moelans y cols., 2010b), la 
mayor parte de la bibliografía consultada coincide en que, a diferencia del gen HER2, 
el número de copias del gen TOP2A no se correlaciona con los niveles de expresión 
de sus productos (ARNm y proteína) (Coon y cols., 2002; Mueller y cols., 2004; 
Bhargava y cols., 2005b; Brase y cols., 2010; O'Malley y cols., 2011; Varga y cols., 
2012a; Romero y cols., 2011). Esto puede ser debido a la complejidad multifactorial 
en la vía de traducción de TOP2A y en el papel regulador de la transcripción por 
parte de las señales de proliferación (Oakman y cols., 2009b), pero no debe 
olvidarse que la dificultad en la determinación de TOP2A (falta de estandarización y 
anticuerpos muy sensibles a las variaciones de fijación) pueden llevar a resultados 
dispares. 
 
Se sabe que existe una mayor demanda de proteína TOP2A durante la 
replicación del ADN y para ello el gen transcribe independientemente de la existencia 
de copias extra del mismo. Por otro lado, la transcripción de TOP2A puede estar 
subregulada por p53 nativo (Wang y cols., 1997) o sobrerregulada por HMGB1 y 
HMGB2 (Stros y cols., 2009). Se ha sugerido que la amplificación génica y la 
sobrexpresión de TOP2A son indicadores de dos procesos biológicos diferentes, y 
que la expresión del gen/proteína varía significativamente dependiendo del subtipo 
tumoral y del nivel de proliferación celular. Así se comprobó que los tumores de tipo 
basal sobrexpresan proteína y/o ARNm, pero no tienen amplificación génica 
(Romero y cols., 2011).  
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En un trabajo reciente se demostró que la amplificación de TOP2A no estaba 
asociada al estado de la proteína, ya que la mayoría de los casos positivos para 
TOP2A (umbral: 5%) no mostraban amplificación y además las puntuaciones de IHQ 
no diferían entre casos TOP2A amplificados y no amplificados. La expresión del 
ARNm de TOP2A tampoco se correlacionaba con la amplificación del gen, pero sí 
con el estado de la proteína, lo que indica una traducción efectiva del ARNm 
(Fountzilas y cols., 2012b).  
 
Algunos autores consideran que la determinación de los niveles de proteína 
TOP2A puede ser más relevante que el estado del gen TOP2A para predecir los 
beneficios del tratamiento con antraciclinas (Oakman y cols., 2009a; Schindlbeck y 
cols., 2010), debido a que la diana del tratamiento es la proteína TOP2A, no el gen ni 
el ARNm. Así, se observó correlación entre beneficio del tratamiento con 
antraciclinas y la expresión proteica de TOP2A, pero no con la amplificación o 
deleción del gen (Romero y cols., 2011).  
 
Se ha propuesto que la expresión de la proteína TOP2A puede ser de ayuda 
en la estimación del grado de riesgo en los carcinomas de mama RE positivos (Rody 
y cols., 2009). Un estudio reciente ha mostrado que niveles bajos de expresión de 
TOP2A junto a receptores de estrógenos negativos predicen respuesta a 
doxorubicina, y que niveles altos de proteína TOP2A constituyen un factor predictivo 
de resistencia a esta droga (Martín y cols., 2011). Este mismo grupo demostró que 
tanto la expresión de la proteína como la amplificación del gen TOP2A se asocia con 
índice de proliferación alto, tumores de alto grado y subtipos luminal B, HER2 y tipo 
basal, y no con los tipos luminal A, bajo en claudina y tipo similar a mama normal 
(Romero y cols., 2011). 
 
Los resultados conflictivos de la cuantificación IHQ de TOP2A encontrados en 
la bibliografía pueden deberse al uso de diferentes métodos de cuantificación 
(consideramos que el uso de análisis de imagen es garantía de objetividad en la 
cuantifiación) y sobre todo al empleo de umbrales de positividad muy variables, 
como ya hemos comentado, ya que no hay un valor que defina subgrupos asociados 
a eficacia con el tratamiento (Romero y cols., 2012). La mayoría de los autores 
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coincide en que se requiere mejorar la determinación IHQ de la proteína TOP2A con 
el fin de verificar los resultados obtenidos hasta la fecha (Oakman y cols., 2009b; 
Rody y cols., 2009; Romero y cols., 2012).  
 
La correlación (aunque débil) que obtuvimos entre expresión génica e 
inmunohistoquímica de TOP2A abre la vía a nuevas investigaciones para confirmar 
el resultado obtenido empleando mejores anticuerpos y un umbral estandarizado que 
podría ser del 10 o 15%. 
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1)  Se demostró amplificación de HER2 mediante DuoCISH en el 19.8% de los 
carcinomas de mama analizados. La concordancia entre los resultados 
obtenidos con DuoCISH y FISH fue excelente (97,2%). Por tanto, el CISH de 
doble color representa una alternativa fiable al FISH, que además permite una 
valoración más sencilla de la morfología tumoral y una cuantificación más 
cómoda y rápida. 
 
2)  Al igual que para HER2, la concordancia entre los resultados de DuoCISH y 
FISH para TOP2A fue excelente (99%). Se obtuvo amplificación del gen TOP2A 
en el 8,6% de los casos estudiados. El 46,5% de los casos con HER2 
amplificado mostraron también amplificación para TOP2A y no se observó 
amplificación para TOP2A en ausencia de amplificación de HER2. Por ello, se 
propone limitar los estudios de amplificación de TOP2A a los casos HER2 
amplificados. 
 
3)  En concordancia con el papel jugado por la TOP2A en la proliferación celular, en 
nuestro trabajo observamos correlación entre la expresión proteica de TOP2A y 
los resultados de Ki67, siendo los valores en general ligeramente más bajos para 
TOP2A. Como era de esperar, también se observó correlación tanto para TOP2A 
como para Ki67 con el grado histológico. 
  
4)  Se obtuvo una correlación débil, pero significativa, entre la expresión de la 
proteína TOP2A y el estado del gen, tanto con respecto a la ratio como al 
número de copias del gen por célula. Este resultado abre la vía a nuevas 
investigaciones empleando mejores anticuerpos y un umbral estandarizado que 
podría ser del 15%. Se trataría de comprobar si los niveles de proteína TOP2A 
(diana del tratamiento con antraciclinas) pueden representar un factor predictivo 
de respuesta al tratamiento. 
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Abstract Anthracyclines are among the most powerful
antineoplastic drugs available for breast cancer treatment.
AlthoughHER2 ampliﬁcation has been postulated to predict
anthracycline beneﬁt, numerous reports have demonstrated
that HER2/TOP2A co-ampliﬁcation is the clinically useful
predictive marker of response to anthracyclines. The stan-
dard technique to evaluate gene status for target therapy
selection is ﬂuorescence in situ hybridization (FISH), but this
technique has some disadvantages. Dual-colour chromo-
genic in situ hybridization (CISH) is an extension of the
FISH protocol that allows bright-ﬁeld microscopy and thus
represents a user-friendly alternative to FISH. In order to
evaluatewhether dual-colourCISH is a reliable alternative to
FISH in determining TOP2A gene ampliﬁcation and to
determine the frequency with which TOP2A andHER2were
co-ampliﬁed, we analysed 100 invasive breast cancer spec-
imens (70 consecutive and 30 HER2-ampliﬁed samples)
using tissue microarrays. Thus, a 99 % agreement was found
between TOP2A status determined by dual-colour CISH and
FISH, as well as a high degree of correlation in TOP2A ratios
using both techniques. TOP2A gene ampliﬁcation was
present in 8.6 % of the 70 consecutive samples studied, all of
which were HER2-ampliﬁed. Co-ampliﬁcation of TOP2A
was observed in 46.5 %of the additional 30HER2-ampliﬁed
samples (no TOP2A ampliﬁcation was seen in non-ampliﬁed
HER2 samples). We conclude that dual-colour CISH repre-
sents an excellent alternative to FISH for determination of
TOP2A gene status in invasive breast cancer. Our results
showingTOP2A ampliﬁcation only inHER2-ampliﬁed cases
also add to the evidence that TOP2A determination should be
restricted to those cases.
Keywords Topoisomerase 2 alpha  HER2  Breast
cancer  Dual-colour CISH  FISH
Introduction
Breast cancer is the most frequently diagnosed cancer and
the leading cause of cancer death in females worldwide,
accounting for 23 % (1.38 million) of total new cancer
cases and 14 % (458,400) of total cancer deaths in 2008
[18].
Anthracyclines are among the most powerful antineo-
plastic drugs available for breast cancer treatment. How-
ever, anthracyclines exhibit a range of toxic effects,
especially cardiotoxicity (which can lead to congestive
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heart failure), but also acute leukaemia and myelodyspla-
sia. To minimise such effects it is necessary to identify
novel therapeutic targets that might be used in more indi-
vidually tailored treatments [11] and to limit administration
of drugs with known toxicity to patients who are likely to
beneﬁt the most.
Topoisomerase 2 is a homodimeric enzyme that exists in
two isoforms in human cells: 170-kD topoisomerase 2
alpha (TOP2A) and 180-kD TOP2 beta [45]. TOP2A is a
key enzyme in DNA metabolism. It catalyses transient
double-strand breaks that resolve DNA topological prob-
lems during transcription, recombination, replication and
chromosome partitioning [46, 47]. TOP2A is the target of
anthracyclines, with their binding stabilizing the DNA
double-strand breaks that can lead to apoptosis [20]. The
TOP2A gene is located at 17q21-22, *700 kb telomeric to
HER2. Although HER2 ampliﬁcation has been postulated
to predict anthracycline beneﬁt, numerous reports have
demonstrated that HER2/TOP2A co-ampliﬁcation is in fact
the clinically useful predictive marker of response to
anthracyclines [5, 7, 37, 43, 44]. Interest in the analysis of
TOP2A status has recently also increased following the
demonstration that TOP2A gene ampliﬁcation represents a
favourable prognostic factor in patients with HER2-posi-
tive metastatic breast cancer treated with trastuzumab [8].
The gold standard technique for evaluation of gene status
for selection for target therapy is ﬂuorescence in situ
hybridization (FISH), but this technique has some disad-
vantages (e.g. evaluation of tissue morphology is difﬁcult in
dark ﬁeld and the ﬂuorescence signal fades relatively
quickly). Dual-colour chromogenic in situ hybridization
(CISH), on the other hand, is an extension of the FISH
technique that allows bright-ﬁeld microscopy—with all the
concomitant beneﬁts of morphological visualisation—and
long-term storage of slides. In a recent study we showed that
dual-colour chromogenic detection is a reliable and robust
technique for HER2 testing in breast cancer [10]. Compari-
son between FISH and dual-colour CISH assays for TOP2A
determination in breast carcinoma has also been reported,
with a perfect correlation between the two techniques [15].
However, only a small number of cases were included in that
study. The ﬁrst aim of the current study, therefore, was to
validate dual-colour CISH in TOP2A testing in a larger
cohort of 100 patients. The second aim was to determine the
frequency with which TOP2A andHER2were co-ampliﬁed.
Materials and methods
Patients and tumour samples
Routine formalin-ﬁxed parafﬁn-embedded invasive breast
carcinomas from 70 consecutive samples, corresponding to
69 women (one case was bilateral), were included in the
study. Tissue samples were obtained from the archives of
the Departments of Pathology in University Clinical Hos-
pital of Santiago de Compostela (44 samples) and Pont-
evedra Hospital Complex (26 samples). The mean age of
patients was 55.1 years (range 30–85 years). Sixty-eight
samples were of ductal invasive carcinoma of no special
type (NST) (15 corresponded to grade 1, 36 to grade 2 and
17 to grade 3) and two samples were of lobular invasive
carcinoma (both grade 2). A representative block was
selected for each sample. On a haematoxylin-and-eosin
(HE)-stained slide, two representative tumour areas of
interest were selected for tissue microarray (TMA) con-
struction. Two tissue cores, each 1.5 mm in diameter, from
the selected areas were placed into a recipient parafﬁn
block using a microarrayer (Beecher Instruments, Silver
Spring, MD, USA). Four TMAs were constructed.
Since all samples in the consecutive series which showed
TOP2A ampliﬁcation also had HER2 ampliﬁcation (see
Results), a second series, of HER2-ampliﬁed samples, was
also studied in order to ascertain the rate of HER2-TOP2A
co-ampliﬁcation in a larger number of samples. For this
purpose we selected 30 invasive breast carcinomas with
HER2 positivity, e.g. HercepTest 3? or 2? ampliﬁed (FISH
ampliﬁcation was conﬁrmed in all 3? cases), from the
archives of the Department of Pathology of University
Clinical Hospital of Santiago de Compostela, and con-
structed a new TMA. Median age of these 30 patients was
63.4 years (range 29–94 years). Twenty-eight samples were
of ductal invasive carcinoma NST (11 were grade 2 and 17
were grade 3) and two samples were of lobular invasive
carcinoma (both grade 2).
Sections (4 lm) were cut from the TMA and stained
with HE, to verify the presence of the invasive tumour.
Then FISH and dual-colour CISH were carried out.
FISH protocol
FISH was conducted using HER2/CEP17 FISH pharmDx
and TOP2A/CEP17 FISH pharmDx (both from Dako,
Glostrup, Denmark). The TOP2A probe covers a total of
228 kb of the TOP2A amplicon on 17q21-22 and is
labelled with Texas red. The CEP17 probe covers the
region 17p11.1-q11.1 and is labelled with ﬂuorescein iso-
thiocyanate (FITC) (Fig. 1a). Assays were performed
according to the manufacturer’s recommendations and
subsequently evaluated at 9100 magniﬁcation using an
Olympus BX51 ﬂuorescence microscope (Olympus,
Tokyo, Japan) equipped with a ﬁlter for 40-6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI) and a dual ﬁlter for Texas Red and
FITC, and photographed using a DP70 digital camera
(Olympus).
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Dual-colour CISH protocol
The DuoCISH (Dako) protocol for TOP2A consisted of the
same initial steps as for the FISH procedure, with the
exception that the ﬁnal dehydration, air-drying and
mounting steps were omitted. DuoCISH staining was per-
formed automatically in a Dako Autostainer according to
the manufacturer’s instructions. Brieﬂy, after washing and
blocking peroxidase activity, sections were incubated with
the CISH antibody mixture of an HRP-conjugated antibody
to FITC and an AP-conjugated antibody to Texas Red for
30 min. To visualize the AP-conjugated antibodies, sec-
tions were incubated in red chromogen solution (Fast Red
KL Salt) for 10 min. To visualize the HRP-conjugated
antibodies, sections were incubated in blue chromogen
solution (5-amino-2-[3-[5-amino-1,3-dihydro-3,3-dime-
thyl-1-(4-sulfobutyl)-2H-indol-2-ylidene]-1-propenyl]-3,3-
dimethyl-1-(4-sulfobutyl)-3H-Indolium, tertriﬂuoroacetate)
for 10 min (Fig. 1b). Sections were counterstained with
haematoxylin for 5 min, rinsed with wash buffer and dis-
tilled water, and dried for 30 min at 37 C. They were then
mounted with permanent (non-alcohol, non-xylene based)
mounting media, and evaluated and photographed using a
BX51 microscope (Olympus, Tokyo, Japan) equipped with
a DP70 digital camera (Olympus).
Scoring of FISH and dual-colour CISH slides
HER2 FISH results were analysed by one author (AVB),
according to the guidelines for the Dako HER2 FISH
pharmDx kit. Following the ratio cut-off point approved by
the US FDA, samples with ratios of HER2/CEN17\ 2
were considered non-ampliﬁed while ratios C2 were
deﬁned as ampliﬁed. The same ratio cut-off point was used
for TOP2A/CEN17 to deﬁne TOP2A ampliﬁcation, as
established by several authors [3, 9, 20, 32, 37]. Evaluation
of TOP2A FISH and DuoCISH were performed blinded
and independently by three different authors (AVB for
FISH, and MO and PV for CISH), according to the
guidelines for the Dako TOP2A FISH pharmDx and Dako
DuoCISH kits. For each sample, TOP2A and CEN17 sig-
nals from 20 nuclei were counted and the TOP2A/CEN17
ratio was calculated.
Statistical analyses
Agreement between TOP2A status in FISH and dual-colour
CISH assays was evaluated using j statistics [22]. To
determine association of TOP2A status with age and his-
tological grade, we used Student’s t test and the Chi
squared test, respectively. Correlation coefﬁcients for FISH
and dual-colour CISH, with each other and data with
respect to TOP2A/CEN17 ratios and copy number per
nucleus of TOP2A and CEN17 were calculated. For co-
ampliﬁed samples, paired t-tests were used to compare
HER2 and TOP2A ratios. Wilcoxon’s matched pairs test
was used for comparisons between TOP2A/CEN17 ratios,
and copy number per nucleus for TOP2A and CEN17. All
statistical analyses were performed using SPSS 15 for
Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, USA), and results were
expressed as mean ± SD.
Results
HER2 gene status, determined by FISH in the initial series
of 70 consecutive samples of invasive breast cancer, was
ampliﬁed in 13 samples (18.6 %).
Dual-colour CISH staining for TOP2A resulted in
clearly discernible signals for TOP2A gene (red) and
Fig. 1 a Schematic diagram of the FISH technique. TOP2A gene and
CEN17 are hybridized by probes labelled with Texas red (TR) and
isothiocyanate of ﬂuorescein (FITC), respectively. b Diagram of dual-
colour CISH technique. Antibodies to TR and FITC recognise these
ﬂuorochromes and are labelled with alkaline phosphatase (AP) and
peroxidase (P), respectively. The fast red chromogen is used to
visualise alkaline phosphatase and indolium for peroxidase, giving a
red signal for TOP2A and blue signal for CEN17
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CEN17 (blue) that allowed these signals to be easily
counted at x40 or x60 using a dry objective lens. Repre-
sentative examples of non-ampliﬁed and ampliﬁed samples
obtained by DuoCISH are shown in Fig. 2. In non-ampli-
ﬁed samples (Fig. 2a) the majority of cells had two red
(TOP2A) and two blue (CEN17) signals. TOP2A-ampliﬁed
tumours usually showed two blue signals but either a
moderate (low ampliﬁcation) (Fig. 2b) or large (high
ampliﬁcation) number of red signals (Fig. 2c).
TOP2A status determined by FISH and dual-colour
CISH was concordant in 70/70 consecutive samples (kappa
value = 1.0), indicating a perfect agreement between these
two techniques. TOP2A gene ampliﬁcation was found in
6/70 samples (8.6 %).
All TOP2A-ampliﬁed samples also showed HER2
ampliﬁcation (no TOP2A ampliﬁcation was found in
tumours with normal HER2 status), but 7 HER2-ampliﬁed
tumours did not show TOP2A co-ampliﬁcation. In the
TMA constructed with HER2-ampliﬁed cases, TOP2A
status as determined by FISH and dual-colour CISH was
concordant in 29/30 cases (kappa value = 0.93), indicating
an almost perfect agreement. The one discrepant case was
deﬁned as ampliﬁed by FISH (ratio 2.4) but fell just below
the cut-off point with DuoCISH (ratio 1.9). If the dis-
crepant case was considered to be ampliﬁed (given that
FISH is still regarded as the gold standard), 14/30 HER2-
ampliﬁed cases (46.7 %) also showed TOP2A co-
ampliﬁcation.
Fig. 2 a and b Non-ampliﬁed breast cancer sample studied by FISH
(a) and dual-colour CISH (b). In both images the number of red
(TOP2A) and green (a) or blue (b) signals (CEN17) correspond to a
normal diploid state. c and d Low ampliﬁcation. In this sample the
number of red signals is clearly higher than the number of green/blue
signals (1–2/cell). e and f High ampliﬁcation. This tumour presented a
huge number of red signals that frequently formed clusters. (Objec-
tive magniﬁcation 9100.)
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Combining the two series (consecutive and HER2-
ampliﬁed samples), TOP2A status as determined by FISH
and dual-colour CISH was concordant in 99/100 samples
(kappa value = 0.97), indicating an almost perfect agree-
ment between the two techniques (Table 1). Ampliﬁcation
of TOP2A in the presence of HER2 ampliﬁcation was
found in a total of 20/43 samples (46.5 %). In co-ampliﬁed
samples the mean HER2/CEN17 ratio was 6.74 ± 3.13,
signiﬁcantly higher than the mean TOP2A/CEN17 ratio
which was 5.00 ± 2.18 (p = 0.016).
Median age in the combined cohort of 99 patients was
57.8 ± 14.5 years: in TOP2A non-ampliﬁed samples
57.5 ± 14.8 years and in ampliﬁed samples 58.9 ±
14.3 years. There was no association between TOP2A
status and age (p = 0.702). With respect to tumour histo-
logical grade, TOP2A-ampliﬁed cases showed a trend
towards a higher grade, although the association was not
quite signiﬁcant (p = 0.055) (Table 2).
Scatter plots of TOP2A/CEN17 ratios, TOP2A copy
number/nucleus and CEN17 copy number/nucleus, fol-
lowed by linear regression analysis, showed highly sig-
niﬁcant correlations between results obtained with FISH
and dual-colour CISH (Fig. 3). The correlation coefﬁcient
(r) for TOP2A/CEN17 ratios was 0.92 (p\ 0.001)
Table 1 Crosstabulation of TOP2A results for dual-colour CISH and
FISH
Dual-colour CISH TOP2A status FISH TOP2A status Total
Non-
ampliﬁed
Ampliﬁed
Non-ampliﬁed 80 1 81
Ampliﬁed 0 19 19
Total 80 20 100
Agreement 99 %
Kappa value 0.97
Table 2 Association between TOP2A status and histological grade
Histological grade FISH TOP2A status Total
Non-ampliﬁed Ampliﬁed
1 14 1 15
2 42 9 51
3 24 10 34
Total 80 20 100
p value 0.005
Fig. 3 Correlation between TOP2A/CEN17 ratios (a), TOP2A copy
number/nucleus (b) and CEN17 copy number/nucleus (c), obtained
by FISH and dual-colour CISH
c
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(Fig. 3a); for TOP2A copy number/nucleus was 0.93
(p\ 0.001) (Fig. 3b); and for CEN17 copy number/
nucleus was 0.60 (p\ 0.001) (Fig. 3c). Comparing FISH
and DuoCISH by Wilcoxon’s test for paired data revealed:
(a) slight but insigniﬁcant differences in TOP2A/CEN17
ratios (p = 0.051); (b) signiﬁcant differences in TOP2A
gene copy number/nucleus (p\ 0.001); and (c) no signif-
icant differences between CEN17 copy number/nucleus
(p = 0.124) (Table 3).
Discussion
FISH and the more recent dual-colour CISH and silver-
grain ISH (SISH) are techniques routinely employed to
analyse HER2 status in breast cancer. The main advantage
of dual-colour CISH over FISH is the use of light
microscopy, avoiding the requirement of an expensive
ﬂuorescence microscope while allowing straightforward
assessment of tumour morphology. The latter is speciﬁcally
important in diagnosis of microinvasive cases, and more
generally for collaborative discussion and training pur-
poses. Other advantages are the ability to use 940 or 960
dry objective lenses, thus avoiding the use of immersion oil
necessitated by FISH, and long-term storage of slides,
allowing revision of results and retrospective studies. We
have also found a signiﬁcant reduction in the time needed
to score the results of dual-colour CISH as compared with
FISH [10]. The resolution of dual-colour CISH, but not
SISH, moreover, allows counting of individual signals even
in cases with high ampliﬁcation, an important criterion for
research.
Quantiﬁable results were obtained in all samples studied
with FISH and dual-colour CISH (n = 100). We found an
almost perfect agreement between FISH and dual-colour
CISH in the determination of TOP2A status (99 % agree-
ment), which is similar to that reported for HER2 status [4,
10, 19, 25]. A smaller study of 20 cases has previously
shown a 100 % agreement between FISH and dual-colour
CISH in the assessment of TOP2A gene status [15].
We also found a high degree of correlation between
FISH and dual-colour CISH with respect to TOP2A/CEN17
ratios, and copy number per nucleus ratios in both TOP2A
and CEN17. Wilcoxon’s test for paired data also showed
no signiﬁcant differences between TOP2A/CEN17 ratios
and CEN17 copy number per nucleus for the two tech-
niques. However, signiﬁcant differences were seen in terms
of TOP2A gene copy number per nucleus. This apparently
unexpected result can probably be explained by an under-
estimation of the number of TOP2A red signals in ampli-
ﬁed cases due to an overlapping of signals to form clusters
[13]. Indeed, a similar result was previously obtained for
HER2 determination [10].
In the current study TOP2A gene ampliﬁcation was
found in 8.6 % of the initial series of consecutive samples.
This is exactly the same frequency as that obtained by
Arriola et al. [2], while similar data (7–10 %) have also
been reported by several authors [5, 7, 24, 30, 37]. In the
present series, TOP2A ampliﬁcation was never observed in
the absence of HER2 ampliﬁcation, which also agrees with
several previous reports [2, 5, 8, 14, 37]. Other authors,
however, have found TOP2A to be ampliﬁed in 2–4 % of
HER2 non-ampliﬁed cases [7, 29, 42]. Two studies,
moreover, have found high levels of TOP2A gene expres-
sion, using quantitative PCR, in a statistically signiﬁcant
proportion of HER2-negative cases [12, 49]. Such dis-
crepancies are difﬁcult to explain without detailed analyses
of methodology. However, our present data, obtained from
a relatively large number of samples all analysed in the
same standardized way, add further weight to the main
body of evidence suggesting that TOP2A ampliﬁcation is
conﬁned to HER2-ampliﬁed tumours. It is noteworthy that
intratumoural heterogeneity of TOP2A ampliﬁcation has
been shown in almost 15 % of the HER2-ampliﬁed
tumours [16]. We could not evaluate such heterogeneity
due to the use of TMAs rather than whole sections.
TOP2A co-ampliﬁcation occurred in 46.5 % of all the
HER2-ampliﬁed samples studied, the same ﬁgure obtained
by Konecny et al. [21]. The current result also agrees with
the majority of published series, which have found
40–50 % co-ampliﬁcation [1, 7, 9, 14, 16, 24, 42]. Lower
co-ampliﬁcation rates (21–37 %) have also been reported
[7, 37, 43, 44]. In the co-ampliﬁed samples in the current
study the mean HER2/CEN17 ratio (6.74) was signiﬁcantly
higher than the mean TOP2A/CEN17 ratio (5.00). This
ﬁnding also corroborates previous results [9, 14, 29] and
might be explained if ampliﬁcation of the two genes is by
different mechanisms, leading to higher level of ampliﬁ-
cation for HER2 compared to TOP2A [29].
The predictive value of TOP2A gene status for beneﬁt
from anthracycline-based therapy in breast cancer remains
controversial. Initially, overexpression/ampliﬁcation of c-
erbB-2/HER2 was reported to predict sensitivity to
anthracycline-based therapy [27, 36]. It was then proposed
Table 3 Means of TOP2A/CEN17 ratios, TOP2A copy number/
nucleus and CEN17 copy number/nucleus obtained by FISH and dual-
colour CISH
Ratios FISH Dual-colour
CISH
p value
Mean ± SD Mean ± SD
TOP2A/CEN17 1.88 ± 1.85 1.70 ± 1.46 0.051
TOP2A copy number/
nucleus
3.71 ± 3.67 3.05 ± 2.44 \0.001
CEN17 copy number/
nucleus
1.99 ± 0.49 1.93 ± 0.81 0.124
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that responsiveness to anthracyclines might in fact require
the simultaneous ampliﬁcation of TOP2A which is situated
close to HER2 on chromosome 17. It is, however, also
known that HER2 and TOP2A are not on the same
amplicon and that when HER2 is ampliﬁed, TOP2A can
either be ampliﬁed or deleted [16]. Further studies have
demonstrated that the best predictor of responsiveness to
anthracycline-containing regimens is HER2/TOP2A co-
ampliﬁcation [5, 7, 37, 43, 44], although some authors
consider that that ﬁnding does not justify restricting the use
of anthracyclines only to patients showing co-ampliﬁcation
[6]. It has also been proposed that TOP2A ampliﬁcation
represents a favourable prognostic factor in patients with
HER2-positive metastatic breast cancer treated with trast-
uzumab, and that this effect is associated with concurrent
or previous exposure to anthracyclines [8].
It has also been suggested that TOP2A gene alterations
(either ampliﬁcation or deletion) are predictive of response
to anthracyclines [20, 28, 33, 38]. However, TOP2A dele-
tions have also been associated with anthracycline resis-
tance [17, 48] and the association between TOP2A
deletions and response to anthracyclines remains contro-
versial. The use of different FISH ratio cut-off points
(0.67–1.0) to deﬁne TOP2A deletions [37] has made
comparisons been data sets difﬁcult, and some authors
consider it inappropriate to pool TOP2A ampliﬁcation and
deletion into a single group of TOP2A alterations on which
to base predictions of a biological response to anthracy-
clines [31]. Indeed, a recent study of a large number of
patients showed that TOP2A deletions were not associated
with either disease-free or overall survival [37]. The role of
chromosome 17 polysomy as a predictor of a pathologic
complete response after neoadjuvant anthracycline-based
chemotherapy has also been suggested [35].
Some authors consider that TOP2A assessment at the
protein level may be more relevant than TOP2A gene status
for predicting beneﬁt from anthracycline treatment [31, 42],
because the drug target is TOP2A protein, not its gene or
RNA.Moreover, in contrast toHER2, TOP2A gene levels do
not correlate with protein levels [26, 34, 40], due to multi-
factorial complexity in the TOP2A translation pathway and
the transcriptional regulatory role of proliferation signals
[31]. It has also been proposed that TOP2A protein expres-
sionmight be helpful in risk assessment inER-positive breast
cancer [39]. However, a recent study has shown low levels of
TOP2A expression and ER-negative status to be predictors
of a response to doxorubicin, but high levels of TOP2A
protein to be a strong predictor of resistance to this drug [23].
Most authors agree that better detection and standardization
of TOP2A protein expression will be required in order to
verify the results obtained to date [31, 39, 41].
Finally, a recent report has shown that patients with
tumours that have co-ampliﬁcation of HER2 and TOP2A
(approximately 8 % of invasive breast cancers) experience
equivalent survival outcomes, regardless of whether they
are treated with a trastuzumab- or anthracycline-based
regimen (the two cannot be combined due to signiﬁcant
long-term toxicity) [37].
In conclusion, dual-colour CISH represents a robust and
user-friendly technique to determine TOP2A ampliﬁcation
in invasive breast carcinoma and our current data add
weight to the evidence for limiting tests for TOP2A
ampliﬁcation to HER2-ampliﬁed cases.
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